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La capacidad para procesar y representar la información visual está determinada por la 
comunicación precisa entre la retina y los centros visuales primarios en el cerebro. En pez cebra, 
el principal centro de procesamiento visual es el téctum. La comunicación entre la retina y el 
téctum está mediada por las células ganglionares de la retina (CGR) que proyectan sus axones 
generando el mapa de inervación retinotectal. La topología de estas inervaciones depende del 
patrón axial de la retina durante el desarrollo embrionario, que proporciona información 
posicional a las CGR. Los primeros eventos de regionalización axial en la retina del pez cebra se 
producen antes de la evaginación de las vesículas ópticas con el establecimiento del eje naso-
temporal (NT). Los factores de transcripción Foxg1 y Foxd1 (forkhead box G/D1) son los primeros 
determinantes conocidos de identidad NT, expresándose en dominios complementarios del 
primordio de ojo, Foxg1 en la mitad dorsal (futuro dominio nasal) y Foxd1 en la mitad ventral 
(futuro dominio temporal). 
Los factores de crecimiento fibroblásticos (Fgfs) Fgf3, Fgf8 y Fgf24, expresados en el 
prosencéfalo dorsal, confieren identidad nasal promoviendo la expresión de foxg1 en la mitad 
dorsal de la vesícula óptica. La falta de función de Fgf conduce a la ausencia de Foxg1; 
sinembargo la expresión ectópica de los Fgfs en la mitad ventral de las vesículas ópticas no 
conlleva una completa expansión de Foxg1. Esto sugiere que otros mecanismos moleculares 
actúan en paralelo a los Fgfs en la formación del patrón NT de la retina.  
En esta tesis exploramos la hipótesis de que Sonic Hedgehog (Shh) controle el 
establecimiento de identidad temporal en el primordio de ojo. Shh, producido por las células de 
la línea media ventral, está involucrado en el establecimiento de identidades ventrales durante 
el desarrollo del sistema nervioso central. En la región más anterior se expresa adyacente a la 
mitad ventral del primordio de ojo, futuro dominio temporal. Nuestros estudios de falta y 
ganancia de función revelan que Shh confiere identidad temporal, promoviendo la expresión de 
foxd1. Sin embargo, la eliminación simultánea de la actividad de Fgf y Shh conlleva la expresión 
de foxd1 en la totalidad del primordio de ojo y resulta en un primordio completamente 
temporalizado. Este fenotipo sugiere que Shh es dispensable en ausencia de la actividad de Fgf, 
y que otros factores actúan en paralelo a Shh en la inducción de foxd1. Nuestras observaciones 
indican que Rx3, factor de transcripción expresado desde el comienzo de la especificación del 
primordio de ojo en este territorio, promueve la expresión de foxd1 de manera autónoma 
celular, actuando conjuntamente con Shh en la inducción de identidad temporal.  
En base a nuestras observaciones proponemos un modelo según el cual la actividad 
conjunta de Fgfs, Shh y Rx3 promueve la subdivisión NT de la retina mediante el control de la 
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expresión de foxg1 y foxd1. Una vez establecidos los dominios de expresión de foxg1 y foxd1, 
éstos se mantienen por represión mutua, promoviendo el refinamiento y mantenimiento de la 
subdivisión NT.  
Por último, para comprender la relevancia que el establecimiento de la subdivisión NT 
pueda tener para una correcta función visual, llevamos a cabo un test de respuesta optocinética 
en larvas carentes de dominio nasal o temporal en la retina. La respuesta optocinética es un 
estímulo involuntario en respuesta a los estímulos visuales que se correlaciona con la agudeza 
visual. Los datos obtenidos de nuestro análisis indican que, mientras que la pérdida de identidad 
nasal no compromete la agudeza visual, la presencia del dominio temporal parece ser esencial 
para la correcta función visual del embrión. 
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The ability to process and represent visual information is determined by accurate 
communication between the retina and the primary visual centers in the brain. In zebrafish, the 
main visual processing center is the tectum. The communication between the retina and the 
tectum is mediated by the retinal ganglion cells (RGC) that project their axons generating the 
retinotectal innervation map. The topology of these innervations depends on the axial 
patterning of the retina during embryonic development, which provides positional information 
to the RGCs. The first events of axial regionalization in the zebrafish retina take place prior to 
optic vesicle evagination with the establishment of the naso-temporal (NT) axis. The Foxg1 and 
Foxd1 (forkhead box G/D1) transcription factors are the first known determinants of NT identity, 
being expressed in complementary domains of the eye primordium - Foxg1 in the dorsal half 
(future nasal domain) and Foxd1 in the ventral half (future temporal domain)-. Fibroblast growth 
factors (Fgfs) Fgf3, Fgf8 and Fgf24, expressed in the dorsal forebrain, confer nasal identity 
promoting foxg1 expression in the dorsal half of the optic vesicle. Lack of Fgf function leads to 
the absence of Foxg1. However, ectopic expression of Fgfs in the ventral half of the optic vesicle 
does not result in a complete expansion of Foxg1. This suggests that other molecular 
mechanisms act in parallel to Fgfs to establish the NT pattern in the developing retina.  
In this PhD we explored the hypothesis that Sonic Hedgehog (Shh) controls the 
establishment of temporal identity in the eye primordium. Shh, produced by the embryonic 
ventral midline cells, is involved in the establishment of ventral identities during central nervous 
system development. The source of Shh is located adjacent to the ventral half of the eye 
primordium, the future temporal domain. Experiments of loss and gain of function reveal that 
Shh confers temporal identity promoting foxd1 expression. Loss of Shh activity results in 
abrogation of foxd1 expression. However, simultaneous abrogation of Fgf and Shh activity leads 
to foxd1 expression in the whole eye primordium and results in a fully temporalized primordium. 
This phenotype suggests that Shh is dispensable in the absence of Fgf signalling, and that other 
factors act in parallel to Shh to induce foxd1. Our studies reveal that Rx3, a transcription factor 
expressed from the onset of eye field specification in this territory, promotes foxd1 expression 
in the eye primordium in a cell-autonomous manner, acting together with Shh in the induction 
of temporal identity.  
Based on our observations, we propose a model according to which the coordinated 
activity of Fgfs, Shh and Rx3 pomotes the subdivision of the retina in nasal and temporal domains 
by controlling foxg1 and foxd1 expression. Once established, the domains of foxg1 and foxd1 
are maintained by mutual repression, promoting the refinement and maintenance of the NT 
subdivision. 
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Finally, to assess the importance of the NT subdivision for visual function, we carried out 
an opto-kinetic response (OKR) test in larvae lacking the nasal or the temporal domain in the 
retina. The opto-kinetic response is an involuntary eye movement in response to visual stimuli 
that correlates with visual acuity. The data obtained from our analyses indicate that, while loss 
of nasal identity does not compromise visual acuity, the presence of the temporal domain seems 
to be essential for the correct visual function of the larva.  
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El desarrollo embrionario se caracteriza por la regulación precisa de la proliferación, 
migración y diferenciación celular tanto espacial como temporalmente. Estos procesos están 
controlados genéticamente, y dependen de la actividad coordinada de un número discreto de 
vías de señalización que orquestan las interacciones celulares conducentes a la formación de 
tejidos. Muchos de esos mecanismos moleculares tienen relevancia también en el organismo 
adulto, estando implicados en la homeostasis y la regeneración de sus tejidos y órganos. 
Sorprendentemente, la variedad de procesos celulares involucrados en el desarrollo de 
un organismo es controlada por un número muy limitado de vías de señalización, las cuales 
presentan una alta conservación a nivel evolutivo entre especies. La acción de estas vías de 
señalización y las consecuencias de su actividad son altamente dependientes de contexto, dando 
lugar a distintas respuestas celulares en diferentes momentos del desarrollo y regiones del 
embrión.  Así por ejemplo, durante el desarrollo embrionario de vertebrados la vía de 
señalización de Sonic-Hedgehog (Shh) está involucrada en procesos tan diversos como el 
establecimiento de identidades ventrales en el sistema nervioso central, la determinación del 
eje próximo-distal (PD) del primordio del ojo, o el control de la polaridad antero-posterior (AP) 
del primordio de los apéndices, entre otras muchas funciones (Ekker et al., 1995).  
La capacidad de las células embrionarias para responder a distintas vías de señalización 
está mediada por la presencia de receptores específicos para los ligandos de dichas vías. La 
interacción ligando-receptor activa una cascada de eventos intracelulares que deriva en última 
instancia en la regulación de la actividad de un pequeño número de factores de transcripción, 
los cuales desencadenan programas de expresión génica que impulsan cambios celulares. En 
ocasiones, la transducción de la señal implica la regulación de la estructura del citoesqueleto, 
sin pasar por la regulación de la expresión génica. Las células receptoras a su vez pueden 
volverse inductoras, generando nuevas señales que actúan sobre las células vecinas, y 
promoviendo así eventos inductivos secuenciales que aumentan la diversidad del destino celular 
en los tejidos. Todas estas interacciones celulares tienen como resultado final la restricción 
graudal del potencial de las células embrionarias, y su diferenciación final para dar lugar a todos 
los tipos celulares especializados que conforman el organismo adulto.  
 Esta tesis tiene como objetivo profundizar en nuestra comprensión de los mecanismos 
moleculares que establecen identidad celular durante el establecimiento del eje naso-temporal 
(NT) en el primordio de ojo en pez cebra. Nuestros estudios se han centrado en diseccionar la 
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implicación de tres vías de señalización en este proceso: la vía de los factores de crecimiento 
fibroblástico (Fgf), Hh y Nodal. 
Vía de señalización de Fgf 
Los ligandos Fgf deben su nombre al hecho de que se identificaron inicialmente en un 
extracto pituitario bovino que promovía el crecimiento de los fibroblastos del periostio (Armelin, 
1973). Desde entonces, los Fgfs han sido involucrados en múltiples funciones durante el 
desarrollo embrionario y etapas postnatales. La activación de la vía de señalización de Fgf 
requiere la interacción de los ligandos de la vía, que constituyen un total de 18 tipos de proteínas 
secretables, con 4 tipos de receptores FGF tirosina kinasa. Esta interacción a su vez está regulada 
por cofactores de la familia de los proteoglicanos y por proteínas de unión extracelular. La 
interacción del ligando con su receptor promueve la dimerización del mismo, y su activación por 
fosforilación en residuos tirosina específicos. La activación de los receptores genera sitios de 
anclaje en su dominio citosólico para proteínas adaptadoras que activan a su vez las cascadas 
de señalización intracelular RAS-
MAPK, PI3K-AKT, PLCγ Y STAT 
(Ornitz and Itoh, 2015) (Figura 1).  
Figura 1. Vía de señalización de los 
Fgfs. La unión del ligando al receptor 
FgfR y al heparán sulfato forman un 
complejo ternario  que induce la 
fosforilación del receptor y la 
activación de sus dominios 
intracelulares. La activación del 
receptor conduce a la interacción con 
proteínas adaptadoras que activan 
diferentes cascadas de señalización 
intracelular. Señalización mediada por 
RAS-MAPK: la interacción de FRS2α con 
el receptor FgfR produce su 
fosforilación, reclutando a la proteína 
adaptadora GRB2, la cual a su vez 
recluta el factor SOS. SOS activa el 
enzima RAS GTPasa, el cual activa la vía 
de las MAP kinasas. Esta señalización 
conduce finalmente a la activación de 
los factores de transcripción Ets, que modulan la expresión de genes diana como pea3/etv4 y erm/etv5b, 
o reguladores negativos de la vía como sprouty (spry). Vía de PI3K-AKT: el reclutamiento de GRB2 también 
recluta la proteína adaptadora GAB1, la cual activa el enzima PI3K que fosforila a AKT. AKT fosforilado 
permite finalmente la activación del complejo mTOR, permitiendo la supervivencia celular.  Señalización 
de PLCγ: el receptor FgfR activo recluta y activa el enzima PLCγ, generando IP3 y DAG a partir de la hidrólisis 
de PIP2 . IP3 induce la liberación de iones de calcio y la activación de señalizaciones dependientes de calcio, 
como es la modulación del citoesqueleto celular. La fosforilación del receptor también induce la activación 
de la vía de señalización medidada por STAT, regulador transcripcional de genes implicados en ciclo 
celular. 
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Los miembros de la familia FGF funcionan en los estadios más tempranos del desarrollo 
embrionario y durante la organogénesis para mantener la supervivencia de las células 
progenitoras y mediar su crecimiento, diferenciación e implicación en la formación de patrones 
en el embrión. Además, los Fgfs también tienen funciones en la etapa adulta, estando 
involucrados en procesos de reparación, regeneración y función metabólica (Ornitz and Itoh, 
2015).  
 
Vía de señalización de Hh 
El gen Hedgehog se identificó inicialmente en un cribado genético en la mosca del 
vinagre, Drosophila melanogaster, en el cual se detectó un mutante cuyo fenotipo larvario se 
asemejaba a las espinas de los erizos; de ahí deriva su nombre (Nusslein-Volhard and Wieschaus, 
1980). La señalización de Hh es fundamental en múltiples procesos a lo largo del desarrollo 
embrionario y en la homeostasis del tejido adulto, dirigiendo la formación de diversas 
estructuras en el embrión y la diferenciación celular. La desregulación de esta vía conduce a 
multitud de anomalías congénitas severas. Probablemente la más severa de ellas es la 
holoprosencefalia, que resulta del fallo del cierre del prosencéfalo en ausencia de la línea media 
ventral. Además, la activación persistente de la vía de Hh conduce al desarrollo de algunos 
cánceres (Briscoe and Therond, 2013).  
La familia de los ligandos Hh consta de tres miembros en mamíferos y aves: Sonic 
hedhegod (Shh), Ihh (Indian hedgehog) y Desert hedgehog (Dhh); y seis en teleósteos: Shh, Ihh, 
Dhh más Tiggywinkle hedgehog (Twhh), Echidna hedgehog (Ehh), y Qiqihar hedgehog (Qhh). 
Estos ligandos se unen a sus receptores Ptch1/2 provocando la liberación del transductor de la 
vía Smoothened (Smo), que desencadena la cascada de señalización intracelular que en última 
instancia produce la activación transcripcional de genes regulados por los factores de 
transcripción Gli (Briscoe and Therond, 2013). 
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Figura 2. Vía de señalización de Hh. En ausencia de Hh, su receptor Patched (Ptch) se encuentra alrededor 
del cilio primario impidiendo el transporte de Smoothened (Smo) a la membrana. En la base del cilio, las 
proteínas Gli son fosforiladas por PKA, CKI y GSK3β. Esta fosforilación conduce a las proteínas Gli2/3 a su 
proteólisis, generando las formas represoras Gli2/3R, las cuales en el núcleo actúan inhibiendo la 
transcripción de los genes diana de la vía de Hh. En presencia de Hh en el medio, este se une Ptch, 
interaccionando también con los correceptores Cdon, Boc, Gas1 y LRP6 y conduciendo el complejo a 
degradación. El resultado de este proceso es la liberación de Smo de la represión por Ptch y su 
translocación al cilio primario, en el cual es fosforilado y activado. La activación de Smo permite la 
disociación del complejo Sufu/Gli dentro del cilio, y el transporte de las formas activas de Gli2 y Gli3 al 
núcleo, donde actúan como reguladores transcripcionales de moduladores positivos (Gli1) y negativos 
(Ptch) de la vía, y de otros genes diana. 
 
Los ligandos Hh actúan como morfógenos de largo alcance al ser secretados al medio 
extracelular. Su actividad es dependiente de la concentración de ligando y de la duración de la 
señalización, pudiendo producir diferentes respuestas celulares en múltiples tejidos, 
dependiendo del conjunto de genes activados en cada uno de ellos. Además, la actividad de Hh 
resulta en la inducción de genes que participan en la regulación de la propia vía, influyendo en 
la dispersión del ligando o en su cascada señalizadora intracelular (Briscoe and Therond, 2013) 
(Figura 2).  
 
Vía de señalización de Nodal   
 Los ligandos de Nodal forman parte de la superfamilia de los factores de crecimiento 
transformantes β (TGFβ). Tienen un papel central en los primeros eventos de regionalización del 
embrión durante la gastrulación, siendo requeridos para la especificación de los ejes primarios, 
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la inducción del mesodermo y del endodermo y el establecimiento de la asimetría derecha-
izquierda. La vía de Nodal tiene un papel fundamental en el mantenimiento de la pluripotencia 
de las células madre embrionarias. Alteraciones en sus niveles de actividad se han involucrado 
también en carcinogénesis (Abate-Shen and Shen, 2007). 
 
Figura 3. Vía de señalización de Nodal. Los ligandos 
TGFβ se unen a los receptores I y II, los cuales 
interaccionan directamente con su correceptor EGF-
CFC. Esto produce la fosforilación de los receptores 
y su activación, pudiendo éstos fosforilar a su vez a 
los factores citoplasmáticos Smad2/3. Smad2/3 
interaccionan con Smad4 formando un complejo 
transcripcional que se dirige al núcleo. Dentro del 
núcleo el complejo interacciona con el cofactor 
FoxHI o Mixer, dando lugar a un complejo activo 
capaz de modular la transcripción de los genes diana 
de la vía. Entre los genes regulados por la 
señalización de Nodal se encuentran entre otros los 
propios ligandos de la vía, y un antagonista, lefty. 
Lefty antagoniza la vía de Nodal mediante su 
interacción con las proteínas EGF-CFC y con los 
ligandos, bloqueando la formación del complejo 
receptor.  
 
 
Mientras que en ratón, humano y pollo sólo se ha encontrado un ligando Nodal, en pez 
cebra se han identificado tres: Cyclops, Squint y Southpaw, aunque llevan a cabo las mismas 
funciones que en amniotes (Feldman et al., 1998; Rebagliati et al., 1998; Sampath et al., 1998). 
Los ligandos de la vía de Nodal se unen a receptores kinasa serina-treonina I y II, y señalizan a 
través de la cascada de Smad2/3 (Figura 3). Para su señalización es esencial la interacción del 
receptor con el correceptor EGF-CFC, específico de la vía de Nodal. Encontramos dos miembros 
de correceptores EGF-CFC en mamíferos, Cripto y Cryptic, mientras que en pez cebra sólo se ha 
identificado uno, One-eyed pinhead (Oep) (Abate-Shen and Shen, 2007) (Figura 3).  
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Especificación y regionalización de la placa neural anterior  
El sistema nervioso central de vertebrados deriva del neuroectodermo, el cual adquiere 
carácter neural al comienzo de la gastrulación. Durante la gastrulación, el neuroectodermo se 
condensa en el eje medio-lateral y se extiende en el eje AP para dar lugar a la  placa neural, que 
a su vez sufrirá una extensa reorganización morfogenética y regionalización para dar lugar a las 
diferentes estructuras del sistema nervioso central. 
La activación de catenina en una región discreta del embrión en pre-gástrula 
especifica el organizador primario dorsal (Buckles et al., 2004). El organizador es fuente de 
secreción de toda una serie de moléculas que protegen el ectodermo adyacente de adquirir 
identidad epidérmica, e inducen así identidad de neuroectodermo (Buckles et al., 2004).  
Simultáneamente a su inducción, el neuroectodermo comienza a regionalizarse a lo largo del eje 
AP. La señalización de Wnts crea un gradiente con bajos niveles en la porción anterior y niveles 
crecientes de Wnts hacia regiones mas posteriores. Este gradiente de Wnts especifica distintas 
identidades en el eje AP. Así, bajos niveles de Wnts son necesarios para la especificación de 
estructuras anteriores, mientras altos niveles de Wnts promueven la formación de estructuras 
mas posteriores del sistema nervioso central (Cavodeassi, 2014; Esteve and Bovolenta, 2006; 
Yamaguchi, 2001). Esta regionalización se revela por la expresión de una serie de factores de 
transcripción en dominios discretos del neuroectodermo. La interfaz entre distintos dominios 
en ocasiones da lugar a regiones organizadoras, denominadas organizadores secundarios, que a 
su vez comienzan a expresar y secretar moléculas de señalización que contribuyen a refinar 
gradualmente el patrón de la placa neural (Cavodeassi and Houart, 2012).  
El resultado de esta regionalización inicial es la especificación del prosencéfalo, 
mesencéfalo y rombencéfalo, y la aparición de nuevos organizadores secundarios que continúan 
subdividiendo las regiones anteriores de la placa neural en sus principales territorios: 
telencéfalo, diencéfalo, hipotálamo y campo de ojo. Además de las moléculas de señalización 
secretadas por los organizadores, señales procedentes de los tejidos adyacentes contribuyen a 
la regionalización del prosencéfalo. Por ejemplo, Shh, emanando desde el mesodermo axial 
subyacente, es fundamental para inducir el hipotálamo (Marti and Bovolenta, 2002). 
La inducción de identidad de ojo requiere la expresión combinada de los factores de 
transcripción Rx, Six3, Six6, Pax6 y Lhx2. Esta es suficiente para formar estructuras de retina, 
pero sólo en presencia de Otx2 (Zuber et al., 2003), indicando que Otx2 confiere al neuroepitelio 
la competencia necesaria para el inicio del desarrollo del ojo. Este grupo de genes implicados en 
la formación del ojo se expresan en dominios solapantes en la placa neural anterior. Por 
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ejemplo, rx y six6 se expresan en el campo de ojo y el hipotálamo, pero sólo aquella región en 
la que se co-expresan con el resto de genes de especificación de ojo será la que se determinará 
como campo de ojo. Uno de los primeros genes de especificación de ojo en activarse en pez 
cebra es rx3, que ya define un dominio discreto del neuroectodermo anterior a mitad de 
gastrulación (Loosli et al., 2001). 
 
- Segregación del campo de ojo de los territorios neurales adyacentes 
La región más anterior del prosencéfalo, que dará lugar al campo de ojo y el telencéfalo, 
se especifica bajo la influencia del organizador secundario más rostral, el Borde Neural Anterior 
(BNA), localizado en el límite rostral de la placa neural anterior (Bielen and Houart, 2012; Houart 
et al., 2002). El BNA es fuente de antagonistas de Wnt, como la familia de Sfrp, cuya acción 
inhibitoria es requerida para la inducción del territorio de telencéfalo y de campo de ojo, y la 
represión de identidad diencefálica (Braun et al., 2003; Esteve et al., 2004; Houart et al., 2002; 
Wilson and Houart, 2004). La inhibición de la actividad de Wnt/β-catenina en esta región de la 
placa neural anterior no solo se debe a la actividad de los Sfrp. Six3, expresado específicamente 
en el campo de telencéfalo, retina e hipotálamo reprime la transcripción de los ligandos Wnt1 y 
Wnt8, de tal manera que su expresión no se expanda a regiones anteriores de la placa neural 
anterior (Lagutin et al., 2003; Liu and Cvekl, 2017; Liu et al., 2010). Además la activación de la 
vía no canónica de Wnt (independiente de β-catenina) en el campo de ojo mediada por Wnt11, 
antagoniza la señalización de Wnt/β-catenina, refinando el borde entre el campo de ojo y el 
diencéfalo (Cavodeassi et al., 2005). 
El ectodermo adyacente a la placa neural anterior expresa altos niveles de BMPs, otra 
familia de moléculas secretadas al medio extracelular. Los BMPs son necesarios para promover 
identidad telencefálica en el borde anterior de la placa neural y, al mismo tiempo, restringir 
identidad de retina mediante la represión de la expresión de rx3 (Bielen and Houart, 2012). En 
última instancia la segregación precisa entre los progenitores de la retina y los progenitores 
telencefálicos depende de la expresión restringida de distintos factores en dichos territorios.  
Por ejemplo, Rx3 y BMP se requieren para restringir la expresión del receptor de quimioquinas 
Cxcr4a al campo de ojo. Cxcr4a a su vez mantiene la segregación entre células del campo de ojo 
y céulas de territrios adyacentes durante la morfogénesis de la placa neural anterior (Bielen and 
Houart, 2012).  
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El resultado final de esta secuencia de eventos es la subdivisión del sistema nervioso 
central en diferentes dominios. Uno de ellos es el campo de ojo, territorio en cuya descripción 
ahondaremos a continuación.    
 
Morfogénesis del campo de ojo  
- Evaginación de las vesículas ópticas:  
Una vez especificada y regionalizada la placa neural, esta se pliega para formar el tubo 
neural. En paralelo, en la región más anterior, el campo de ojo evagina de las paredes laterales 
del tubo en formación dando lugar a las vesículas ópticas. Los mecanismos que dirigen la 
evaginación no se conocen con precisión, pero el proceso se ha estudiado en mucho detalle en 
el pez cebra (Danio rerio) y el pez medaka (Oryzias latipes). 
La evaginación de las vesículas ópticas en peces va acompañada por un cambio gradual 
de la morfología celular y la adquisición de polaridad apico-basal en las células progenitoras del 
primordio de ojo (Ivanovitch et al., 2013). Las primeras células que llevan a cabo esta 
transformación son las células situadas en la región más lateral del primordio de ojo. Según 
avanza el proceso, las células restantes que conforman el núcleo central del campo de ojo 
comienzan a elongarse y polarizarse, integrándose en el neuroepitelio lateral mediante un 
proceso de intercalación y dando lugar a las vesículas ópticas (Ivanovitch et al., 2013) (Rembold 
et al., 2006) (Figura 4). Esta adquisición de polaridad apico-basal de las células del primordio de 
ojo, requerida para la correcta evaginación de las vesículas ópticas, viene determinada por la 
expresión de pard6cb, un marcador de polaridad apical, y por la acumulación de Laminina1 
rodeando el dominio del primordio de ojo (Ivanovitch et al., 2013). 
De manera simultánea a la evaginación de las vesículas ópticas, las células con identidad 
telencefálica convergen y se polarizan en dos etapas consecutivas. Primero migran hacia la línea 
media rápidamente, y posteriormente se polarizan en este territorio (Rembold et al., 2006) 
(Figura 4). Esta diferencia en la migración de los progenitores neurales se debe, en parte, a los 
niveles de expresión de la molécula de adhesión celular Nlcam, que se expresa en altos niveles 
en los precursores telencefálicos y a bajos niveles en los precursores del ojo. Altos niveles 
celulares de Nlcam conllevan una migración hacia la línea media (Brown et al., 2010). 
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Figura 4. Morfogénesis del campo de ojo. A estadio de placa neural (1 ss), sólo parte de las células que 
conforman el campo de ojo están ancladas a la lámina basal (células azules). Una vez que el campo de ojo 
se ha compactado en la línea media (4 ss), las células exteriores (células azules) presentan características 
epiteliales mientras que el resto (células verdes) forman un núcleo central sin polaridad. Según comienzan 
a evaginar las vesículas ópticas de las paredes laterales del primordio de ojo (6 ss) las células centrales 
comienzan a expresar marcadores de polaridad y a anclarse a la lámina basal. Cuando las vesículas ópticas 
han evaginado completamente (10 ss), están formadas por un epitelio pseudoestratificado. En etapas 
posteriores las vesículas ópticas se plliegan sobre sí mismas para formar las copas ópticas (21 ss). Parte 
de las células de la vesícula óptica se diferencian en epitelio pigmentario (naranja), un epitelio 
monoestratificado escamoso que recubre externamente las copas ópticas. La capa interna de la copa 
ótica, en contacto con la lente, da lugar a la retina (amarillo). El dominio azul corresponde al primordio 
telencefálico, mientras que el domino morado constituye al hipotálamo. La línea punteada roja resalta la 
región apical de las vesículas ópticas. 
 
 
La polarización y migración diferencial que sufren las células telencefálicas y del campo 
ojo está controlada en parte por algunos de los componentes de la red regulatoria génica que 
orquesta su adquisición de identidad. Por ejemplo, Rx3 controla positiva y negativamente genes 
directamente involucrados en promover estos procesos. Entre los genes regulados por Rx3 se 
encuentran pard6 y cxcr4, cuya expresión es inducida por Rx3, y nlcam y ephA4/B4,  cuya 
expresión es reprimida por Rx3 (Brown et al., 2010; Ivanovitch et al., 2013) (Bielen and Houart, 
2012) (Cavodeassi et al., 2013). 
 
- Plegamiento de las copas ópticas:  
Una vez las células del primordio del ojo han evaginado completamente formando un 
neuroepitelio, las células de la porción distal comienzan a invaginar, iniciando el plegamiento de 
las vesículas ópticas para formar las copas ópticas mediante un proceso que implica 
reorganizaciones extensas del tejido (Fuhrmann, 2010) (Figura 4).  
El plegamiento de las copas ópticas ocurre simultáneamente a la subdivisión del 
primordio de ojo  en tres dominios: la retina neural, que se desarrolla a partir de la porción 
ventral y distal de las vesículas ópticas; el epitelio pigmentario de la retina, que emerge de la 
región próximo-dorsal; y el tallo óptico, especificado en la zona antero-proximal de las mismas 
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(Fuhrmann, 2010). Ambos eventos están finamente coordinados, siendo esencial la 
regionalización de la copa óptica para su correcto plegamiento. Por ejemplo, la diferenciación 
de las células del epitelio pigmentario de la retina implica un cambio acusado de forma. Estas 
células adquieren una morfología escamosa y aumentan su superficie para recubrir toda la capa 
externa de la copa óptica. Este cambio de morfología celular podría proporcionar parte de la 
fuerza que dirige el correcto plegamiento de las copas ópticas (Kwan et al., 2012). Por otro lado, 
el lado basal de las células de la retina presenta un enriquecimiento en componentes de 
adhesión focal, necesario para promover la constricción de la superficie basal de la retina y su 
plegamiento durante la morfogénesis de la copa óptica (Martinez-Morales and Wittbrodt, 
2009). La invaginación de la copa óptica también es dependiente de la interacción entre el 
neuroepitelio de la retina  y el ectodermo adyacente y la placoda de la lente, que invagina de 
manera coordinada con la copa óptica (Hyer et al., 2003; Smith et al., 2009). Sin embargo, a 
pesar de que ambos procesos están finamente coordinados, la lente no parece ser necesaria 
para el plegamiento en sí, como sugiere la generación de copas ópticas in vitro a partir de células 
madre embrionarias de mamífero, que procede en ausencia de lente (Eiraku et al., 2011; Nakano 
et al., 2012). 
 
Especificación de la vesícula óptica en retina neural, epitelio pigmentario de la retina y tallo 
óptico  
La especificación de retina neural, epitelio pigmentario y tallo óptico requiere la 
actividad de toda una serie de señales secretadas por tejidos circundantes. La actividad de los 
Fgfs secretados desde la placoda de la lente contribuye a la especificación de la retina, mientras 
que Wnts y BMPs desde el mesénquima periocular especifican lo que será el epitelio 
pigmentario (Fuhrmann et al., 2000; Muller et al., 2007; Steinfeld et al., 2013). 
Fgfs, Wnts y BMPs controlan la expresión de factores de transcripción en cada uno de 
estos dominios. Estos a su vez establecen mecanismos de represión transcripcional recíproca, 
que se traducen en el mantenimiento y refinamiento del borde entre dominios (Kwan et al., 
2012). El factor de transcripción Lhx2 está presente en todos los progenitores del campo de ojo 
y la vesícula óptica y regula la expresión de los primeros determinantes de la retina neural y del 
epitelio pigmentario de la retina, Vsx2 y Mitf respectivamente (Yun et al., 2009; Zuber et al., 
2003). La actividad de Fgfs refuerza y mantiene la expresiónde vsx2 en la retina, y este a su vez 
controla la red génica que promueve la adquisición de identidad de retina neural (Bharti et al., 
2012; Fuhrmann, 2010; Medina-Martinez et al., 2009). Por otro lado, la actividad de Wnts y 
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Bmps refuerza la expresión de mitf y otx2 en el epitelio pigmentario de la retina.  Una vez 
establecidos los dominios de retina neural y epitelio pigmentario, la represión mutua entre Mitf 
y Vsx2 mantiene y refina esta subdivisión (Zou and Levine, 2012).  
El tallo óptico deriva de células posicionadas en la región proximal de las vesículas 
ópticas, las cuales formarán un epitelio plano que se plegará sobre sí mismo sirviendo de guía 
para la salida de los axones de las CGR. La especificación de este territorio está regulada por las 
vías de señalización de Nodal y Hh, cuyos ligandos emanan desde la línea media. Nodal y Hh son 
necesarios para el establecimiento y mantenimiento del tallo óptico, a la vez que restringen las 
señales inductoras de identidad distal como BMP (Lupo et al., 2005; Peters, 2002). 
Shh se expresa a lo largo de la línea media ventral del embrión, y está involucrado en 
diferentes aspectos de la regionalización neural durante el desarrollo embrionario en 
vertebrados (Patten and Placzek, 2000). El gradiente de difusión de Shh tiene un papel esencial 
en la regionalización del campo de ojo. Así, los niveles altos de señalización presentes en la 
porción más proximal de las vesículas ópticas, activan directa o indirectamente la expresión de 
los determinantes de identidad proximal Pax2, Vax1 y Vax2, induciendo identidad de tallo 
óptico. De manera opuesta, la porción distal de la vesícula óptica, que recibe bajos niveles de 
Hh, genera retina neural, y expresa el marcador distal pax6, reprimido a su vez por la actividad 
de Shh (Chow and Lang, 2001; Macdonald et al., 1995). La sobreexpresión de Shh conlleva la 
expansión del tallo óptico a expensas de la retina (Cardozo et al., 2014; Ekker et al., 1995; 
Macdonald et al., 1995; Take-uchi et al., 2003; Varga et al., 2001). En contraposición, mutaciones 
en Shh resultan en defectos en la formación de estructuras ventrales del sistema nervioso, 
produciendo por tanto fenotipos cíclopes (Macdonald et al., 1995; Rohr et al., 2001). De igual 
manera, defectos en la expresión de los determinantes proximales Pax2, Vax1 y Vax2, afectan al 
desarrollo del tallo óptico, produciendo anomalías en el cierre de este tejido que conllevan a la 
falta del cierre de la fisura óptica y defectos de guía axonal (conocido como coloboma) 
(Macdonald et al., 1997; Take-uchi et al., 2003).  
Componentes de la familia de Nodal desempeñan un papel crucial para varios aspectos 
de la formación del patrón de la línea media ventral, incluyendo el establecimiento de territorios 
ventrales en el cerebro, y la inducción de la expresión de Shh en estos territorios (Muller et al., 
2000; Rebagliati et al., 1998; Sampath et al., 1998). La expresión de los genes vax se ve 
severamente reducida o ausente en embriones cyclops y oep, con actividad reducida de Nodal, 
indicando que la señalización de Nodal se requiere para la regionalización del área preóptica, el 
tallo óptico y la retina ventral (Take-uchi et al., 2003). 
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Ademas de Nodal y Shh, los Fgfs y ácido retinoico expresados en el tallo óptico y la región 
circundante también contribuyen al establecimiento de esta estructura proximal de las vesículas 
ópticas (Lupo et al., 2005; Reifers et al., 2000; Reifers et al., 1998; Shinya et al., 2001). Embriones 
carentes de la actividad de Fgf y ácido retinoico muestran ausencia de la expresión de los genes 
vax en el área preóptica, mientras que su sobreexpresión expande el tallo óptico y ventraliza la 
retina, reprimiendo carácter dorsal (Lupo et al., 2005; Take-uchi et al., 2003). La falta simultánea 
de la actividad de Hh, Fgf y ácido retinoico conduce a una fuerte dorsalización, mientras que la 
ausencia de las mismas independientemente causa efectos más suaves; estos resultados 
sugieren que todas estas vias de señalización cooperan entre sí, reforzando su actividad 
ventralizadora (Lupo et al., 2005). 
Una vez establecida la identidad de tallo óptico,  Pax2 y Pax6, expresados en dominios 
complementarios de la vesícula óptica, se reprimen mutuamente, refinando y manteniendo el 
límite entre tallo y retina, mecanismo similar al observado en el borde entre retina neural y 
epitelio pigmentario. 
 
Regionalización del eje naso-temporal 
Además del establecimiento del eje PD, durante estadios tempranos de su formación las 
vesículas ópticas se subdividen en una región dorsal y una región ventral. Estos territorios darán 
lugar posteriormente a los dominios nasal y temporal de la retina, respectivamente.  
Los factores de transcripción Foxg1 y Foxd1 son los primeros determinantes conocidos 
de identidad NT (Carreres et al., 2011; Hatini et al., 1994; Takahashi et al., 2009; Tao and Lai, 
1992). Su expresión se restringe, desde un principio, a dominios complementarios del 
prosencéfalo, Foxg1 en el telencéfao y la mitad dorsal del primordio de ojo, y Foxd1 en el 
hipotálamo y la mitad ventral del territorio de ojo (Hatini et al., 1994) (Figura 5). 
Estudios previos han demostrado que los Fgf son señales fundamentales para la 
expresión regionalizada de foxg1 y foxd1. Fgf8/3 se expresan en el telencéfalo y Fgf24 en la 
placoda olfativa, todas ellas estructuras dorsales del tubo neural, y son necesarios para activar 
y confinar la expresión del marcador nasal foxg1 en la mitad dorsal del primordio del ojo. En 
ausencia de estos Fgfs, foxg1 no se expresa y el marcador de identidad temporal foxd1 se 
expande a toda la mitad dorsal del primordio de ojo, confiriendo identidad temporal a todo el 
primordio. Por el contrario, cuando Fgf8 se expresa ectópicamente en la mitad ventral de la 
vesícula óptica, la expresión del marcador nasal foxg1 se expande sólo parcialmente, mientras 
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que la expresión del marcador temporal foxd1 está parcialmente reprimida (Picker and Brand, 
2005; Picker et al., 2009). La incapacidad de la ganancia de señalización de Fgf para promover 
una transformación completa a nasal del futuro dominio temporal de la vesícula óptica sugiere 
la existencia de otra vía de señalización que, en paralelo a la actividad de Fgf, promueva la 
adquisición de identidad temporal en el dominio ventral de las vesículas ópticas. 
 
 
Figura 5. Subdivisión NT del primordio de ojo.  Los determinantes NT foxg1 y foxd1 comienzan a 
expresarse en el primordio del ojo a 4 ss, antes del inicio de la evaginación de las vesículas ópticas. A 6 ss 
los dominios de expresión son complementarios y están restringidos a la mitad dorsal y ventral de las 
vesículas ópticas. El borde entre dominios se establece nítidamente al final de la evaginación a 10 ss. 
Durante el plegamiento de la copa óptica, ésta rota anteriormente disponiéndose el eje NT de la retina a 
lo largo del eje AP del embrión.  
 
 
El patrón de expresión complementario de foxg1 y foxd1 en el ojo se mantiene hasta 
estadios más tardíos del desarrollo. Durante su plegamiento, la copa óptica rota de tal manera 
que las células situadas en la región dorsal se posicionan en la región anterior (nasal) del 
primordio. De manera paralela, estas células se compactan y generan un neuroepitelio 
columnar, dando lugar a la región nasal de la retina (Picker et al., 2009). A medida que la copa 
se pliega, las células situadas en la región ventral de la vesícula óptica se compactan de manera 
similar y se  relocalizan a la capa interna de la copa, apuesta a la lente, de tal forma que acaban 
situadas en la región posterior (temporal)  de la retina (Picker et al., 2009) (Figura 5). 
 
 
Diferenciación de la retina y formación del mapa retinotectal 
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La subdivisión temprana del primordio de ojo en territorios con una expresión 
restringida y complementaria de foxg1 y foxd1, se traduce en el establecimiento de los dominios 
nasal y temporal en la retina diferenciada. Al finalizar el tercer día tras la fecundación,  el sistema 
visual del pez cebra ya es funcional y la larva es capaz de detectar estímulos visuales (Easter and 
Nicola, 1996). 
En pez cebra, tras el plegamiento y formación de las copas ópticas, se activa un 
programa transcripcional que culminará con la diferenciación y ensamblaje de todos los tipos 
neuronales que componen la retina madura (Harris, 1997). La diferenciación neuronal de la 
retina sigue un proceso muy estereotipado, según el cual varias ondas de diferenciación se 
propagan por el tejido, comenzando en la región ventro-nasal, y extendiéndose circularmente 
hacia la porción nasal, dorsal, y finalmente temporal (Huh et al., 1999; Schmitt and Dowling, 
1996). La primera onda de diferenciación da lugar a CGR, células amacrinas y conos (Hu and 
Easter, 1999; Nawrocki et al., 1985; Poggi et al., 2005). Este primer episodio de diferenciación 
es el que mejor se ha estudiado, y su propagación se puede visualizar gracias a la activación 
secuencial del gen ath5, que codifica para un factor de transcripción neurogénico (Brown et al., 
1998; Masai et al., 2000). 
La neurogénesis conlleva el posicionamiento de los diferentes tipos neuronales en 
capas, generando una estructura laminar altamente estereotipada en la cual se organizan seis 
tipos neuronales (células ganglionares, amacrinas, bipolares, horizontales, conos y bastones) y 
un tipo glial (glía de Muller). La capa de neuronas situada en la región más interna, adyacente a 
la lente, se denomina la capa de las células ganglionares de la retina, y como su nombre indica 
en ella se disponen las CGR. A continuación, en la denominada capa nuclear interna se localizan 
los somas de las células amacrinas, bipolares, horizontales y la glía de Müller. Seguidamente, se 
encuentra la capa nuclear externa, donde se disponen los fotorreceptores -conos y bastones-. 
Por último, en la región más externa y en contacto directo con el epitelio pigmentario, se dispone 
la capa de los segmentos de los fotorreceptores (Cepko, 2014). La capa de fotorreceptores del 
pez cebra contiene cinco tipos de células fotorreceptoras, organizadas en un patrón regular 
denominado “mosaico fotorreceptor”. Encontramos un tipo de bastones y 4 tipos de conos, que 
difieren en su sensibilidad al espectro lumínico- (Branchek and Bremiller, 1984; Nawrocki et al., 
1985; Robinson et al., 1993). Entre las tres capas que contienen los somas de los diferentes tipos 
neuronales de la retina, se encuentran las capas plexiformes externa e interna, donde se alojan 
los procesos de las neuronas de la retina y conectan entre ellas (Figura 6).  
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La información visual es captada por los fotorreceptores y enviada a través de las células 
bipolares hasta las CGR, las cuales transmiten esta información directamente a las células diana 
en el téctum, donde se procesa. Las células amacrinas y horizontales tienen una función de 
interconexión celular entre las CGR y los fotorreceptores respectivamente (Schulte and 
Bumsted-O'Brien, 2008). Los axones de las CGR se dirigen hacia la superficie interna de la retina 
recorriéndola hasta la salida por el disco óptico, se extienden por el nervio óptico y atraviesan 
la región ventral del diencéfalo hacia la línea media (Burrill and Easter, 1995; Macdonald et al., 
1997), la cual cruzan formando el quiasma óptico.  
 
 
 
Figura 6. Estructura de la retina en vertebrados. Los diferentes tipos neuronales de la retina se organizan 
en capas formando una estructura laminar. 
 
 
La relación espacial entre las CGR se reproduce con precisión en su inervación en el 
téctum. Las coordenadas espaciales de la retina y el téctum están invertidas. Así, las CGR nasales 
proyectan en el téctum óptico posterior, mientras que las temporales inervan el téctum 
anterior. De igual manera, tras cruzar la línea media, los axones de las CGR de la retina dorsal se 
agrupan formando la rama ventral del tracto óptico, que una vez alcanzado el tectum inervará 
la región lateral, mientras que los axones procedentes de la retina ventral se agrupan en la rama 
dorsal inervando finalmente el tectum medial (Baier et al., 1996; Karlstrom et al., 1996; 
Stuermer, 1988). A los 3dpf los axones de toda la retina ya han inervado su destino final en el 
cerebro. El centro de procesamiento visual principal es el téctum; además, los axones de las CGR 
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inervan otros nueve núcleos mucho más pequeños en el cerebro del pez cebra, anteriores al 
téctum (Burrill and Easter, 1995).  
La regionalización axial de la retina se traduce en una distribución diferencial de factores 
de transcripción, los cuales modulan la expresión de moléculas de membrana que contribuyen 
a la correcta inervación espacial de los axones de las CGR en el téctum. Por ejemplo, Foxg1, en 
la retina nasal, induce la expresión de SOHo1, SH6, ephrinA2 y ephrinA5 a la vez que reprime la 
expresión de ephA3 y de foxd1 en ratón y pollo (Takahashi et al., 2003; Yamagata et al., 1999); 
de igual manera, la expresión de los determinantes de identidad dorso-ventral (DV) Tbx5 y Vax 
regulan la expresión de los receptores EphB, esenciales para la correcta regionalización en el eje 
DV de los axones de las CGR  (Koshiba-Takeuchi et al., 2000; Schulte et al., 1999).  
Los axones, mediante el cono de crecimiento, una estructura sensitiva y dinámica 
situada en el extremo del axón de la neurona, responden ante las moléculas de guía axonal para 
dirigir correctamente su crecimiento y posterior inervación hacia los núcleos visuales (Erskine 
and Herrera, 2007; Erskine and Herrera, 2014; Feldheim and O'Leary, 2010). Existen diversas 
familias de moléculas de guía axonal: Efrinas-Eph, DCC-Netrinas/Unc, Slits-Robo y Semaforinas-
Neuropilinas/Plexinas, las cuales actúan de manera similar y cuyo mecanismo de acción ha sido 
ampliamente diseccionado (Erskine and Herrera, 2007; Erskine and Herrera, 2014). 
Las células de la glía juegan un papel esencial en el crecimiento de los axones de las CGR, 
expresando moléculas inhibitorias como Sema5A, Slit2, o el factor de transcripción Vax1, que  
favorecen la agrupación de los axones y la formación del quiasma óptico (Erskine and Herrera, 
2014; Fricke et al., 2001; Kim et al., 2014). Además, diversas moléculas de señalización 
secretadas desde la retina y los tejidos circundantes también son de gran relevancia en la 
generación de los circuitos neuronales. Por ejemplo, Shh actúa a nivel de la retina favoreciendo 
la salida de los axones, y a nivel de quiasma óptico, donde la alta expresión en los bordes del 
quiasma repele los axones evitando su dispersión en el eje AP. (Erskine and Herrera, 2014; 
Sanchez-Camacho and Bovolenta, 2008) (Figura 7).  
Los gradientes complementarios de receptores Eph en la retina y sus ligandos efrina en 
el téctum tienen un papel fundamental en el proceso de formación del mapa retinotectal. La 
señalización mediada por EphA/ephrinA controla la regionalización NT de la retina en el téctum 
mediante la regulación de la ramificación topográficamente a lo largo del eje AP del téctum. De 
manera similar, la disposición DV en la retina de las CGR se plasma en el eje medio-lateral del 
téctum mediante la señalización regulada por EphB/ephrinB (McLaughlin et al., 2003). Las 
efrinas muestran un gradiente diferencial en la retina y el téctum, con mayores niveles de 
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efrinas-A en la región nasal de la retina y la región caudal del téctum, y de efrinas-B en la región 
dorsal y lateral de los mismos. De igual forma, encontramos gradientes opuestos de los 
receptores Eph, presentando mayor concentración en el dominio temporal y ventral de la retina, 
y en el dominio anterior y medial del téctum (Erskine and Herrera, 2007; Erskine and Herrera, 
2014) (Figura 7). 
 
Figura 7. Gradiente de efrinas/Ephs y Shh en la retina y el téctum de pez cebra. Las efrinas y sus 
receptores Eph generan gradientes de expresión opuestos tanto en la retina como en el téctum, dirigiendo 
la inervación de los axones de las CGR. Las efrinas-A se expresan en mayor concentración en la retina 
nasal y el téctum posterior, mientras que los receptores Eph-A lo hacen en la retina temporal y el téctum 
anterior. De igual manera las efrinas-B presentan un gradiente decreciente DV en la retina y LM en el 
téctum, y sus receptores Eph-B generan un gradiente creciente DV en la retina y LM en el téctum. Shh 
presenta un gradiente creciente en la retina, menor en la porción distal, y mayor en la porción proximal, 
favoreciendo la salida de los axones por el disco óptico. Su presencia en los bordes del quiasma impide la 
dispersión de los axones en el eje AP. 
 
 
La importancia de una correcta regionalización axial para el establecimiento del mapa 
retinotectal se ve resaltada en situaciones en las que se manipula dicha regionalización. Por 
ejemplo, la falta de función de Fgf resulta en la falta de foxg1 y la expansión de foxd1 en el 
primordio de ojo. Esto a su vez resulta en la expansión de EphA4b y la represión de efnA5. 
Consecuente con la modificación en la expresión de estos genes, la falta de actividad de Fgf 
provoca defectos en el establecimiento del mapa retinotectal; en estas condiciones la inervación 
de las células ganglionares de la retina se da predominantemente en la región anterior del 
téctum, la que recibe en condiciones normales la inervación de la retina temporal (Picker and 
Brand, 2005).  
El resultado final de todos estos procesos es el establecimiento de un circuito neuronal 
finamente construido, que recibe, procesa e interpreta los estímulos visuales. 
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La capacidad de procesar y representar información visual está determinada por la 
comunicación precisa entre la retina, el órgano que recibe los estímulos visuales y los transforma 
en estímulos nerviosos, y los centros visuales primarios en el cerebro, que procesan e 
interpretan estos estímulos. La inervación de las áreas visuales primarias en el cerebro por las 
CGR establece el mapa de inervación retinotectal; la morfología del ojo y la correcta topología 
de estas inervaciones en el téctum dependen del patrón axial de la retina. El primer proceso en 
la regionalización axial de la retina es su subdivisión en los dominios nasal y temporal. El eje NT 
de la retina se correlaciona con el patrón AP del téctum, por lo que alteraciones en la expresión 
de marcadores NT conlleva defectos en la retina y en el mapa retinotectal. A pesar de que los 
procesos de guía axonal entre la retina y el téctum se han estudiado en detalle, los mecanismos 
moleculares involucrados en promover y mantener la regionalización NT durante el desarrollo 
de la retina de vertebrados no se conocen totalmente. El objetivo global de esta tesis es 
profundizar en nuestra comprensión de este proceso. Para ello, hemos utilizado el pez cebra 
como modelo animal, y nos hemos concentrado en los siguientes objetivos: 
1) Determinar la implicación de la actividad de Shh, Nodal y Rx3 en la regionalización NT de la 
retina. 
2) Estudiar las relaciones reguladoras existentes entre los diferentes componentes moleculares 
involucrados en la especificación de identidad nasal y temporal. 
3)  Analizar la importancia de una correcta subdivisión NT de la retina para la función visual. 
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Líneas de peces y mantenimiento  
Las estirpes de pez cebra (Danio rerio) adultas fueron mantenidas y criadas acorde a los 
procedimientos estándar (Westerfield, 1993). El estadio de desarrollo ha sido determinado 
acorde a su morfología (Kimmel et al., 1995) (Figura 8), y a partir de 24 horas de desarrollo 
postfertilización, según horas/días tras la fertilización (h/dpf). 
 
 
Figura 8. Secuencia de estadios de desarrollo del embrión de pez cebra desde una célula hasta 72 hpf 
(Kimmel et al, 1995). 
 
Las líneas silvestres de pez cebra utilizadas en este trabajo son AB y tupl; las líneas 
transgénicas tg{rx3::Gal4-VP16}vu271Tg (Weiss et al., 2012), tg{ptch2::kaede}a4596Tg (Huang et al., 
2012), tg{rx3::GFP}ET95/1 (Brown et al., 2010) (Rembold et al., 2006) y tg{emx3::YFP}b1200 (Viktorin 
et al., 2009) y las líneas mutantes smub641(slow muscle omitted) (Varga et al., 2001), aceti282a 
(acerebellar) (Brand et al., 1996), oepm134 (one-eyed pinhead) (Schier et al., 1996), cyclopsm294 
(Schier et al., 1996), chokhs399 (chk) (Loosli et al., 2003), foxg1 (cedida por el laboratorio de Corine 
Houart, Kings College London, Londres, Reino Unido) y foxd1cbm16 (generada como parte de esta 
tesis).  
Los embriones de la población de superficie y de la cueva de la especie Astyanax 
mexicanus se obtuvieron del laboratorio de Yoshiyuki Yamamoto (University College London, 
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Londres, Reino Unido). Los experimentos realizados con esta especie se hicieron en colaboracion 
con el grupo del Profesor Steve Wilson (University College London, Reino Unido). 
Los embriones fueron recolectados y desarrollados en medio E3 y fijados a 4 ss (somite 
stage), 10-12 ss, 48 hpf o 5 dpf en paraformaldehido 4% en PBS (PFA). 
 
Generación del alelo nulo foxd1cbm16 utilizando la técnica CRISPR-Cas9 
La secuencia del gen diana foxd1 fue extraída del buscador Ensembl (código de acceso: 
ENSDARG00000029179). El ARN guía específico para la secuencia diana del gen fue identificado 
utilizando el buscador UCSC Genome Browser (http://genome.uscs.edu). Este ARN guía, ubicado 
en posición 5’ de la secuencia que codifica para el dominio de unión a ADN, consta de la 
secuencia de la polimerasa T7 para transcribirlo y una secuencia complementaria al cebador 
universal oligoB flanqueando la secuencia complementaria a la región diana del gen foxd1 
(Figura 9).  
 
 
                 Figura 9: Secuencia del ARN guía del CRISPR contra el gen foxd1. 
 
Para la generación del ARN guía primero se amplificó la secuencia con la ADN polimerasa 
Expand high fidelity (Roche) y se transcribió in vitro con el Kit commercial Maxi script T7 (NEB) 
siguiendo las instrucciones del fabricante.  
Para la síntesis del ARN mensajero (ARNm) del enzima Cas9, se linearizó el plásmido PCS2-
nCas9n (Addgene, #47929) con el enzima de restricción NotI. Posteriormente se purificó por 
columna (PCR clean up, roche) y se transcribió in vitro siguiendo el protocolo del SP6 mMessage 
mMachine Kit (Ambion). 
La F0 se generó coinyectando el ARN guía (25ng/ul) y el ARNm del enzima Cas9 
(300ng/ul) en embriones silvestres a estadio de desarrollo de una célula.  
La eficiencia de la mutagénesis dirigida contra foxd1 mediada por CRISPR se comprobó 
utilizando la técnica CRISPR STAT (Carrington et al., 2015). Esta técnica permite detectar 
modificaciones en el ADN por deleción o inserción de nucleótidos de hasta una única base. Para 
ello, se extrae el ADN genómico de un grupo de los embriones inyectados (5-10 embriones) a 48 
hpf y se amplifica con tres cebadores, dos de ellos específicos que flanquean la región diana. El 
cebador delantero consta de la secuencia de unión de la polimerasa del fago M13 precediendo 
 
 
 
~ 55 ~ 
 
a la secuencia complementaria al gen. El cebador reverso contiene la secuencia “pig-taled” antes 
de la secuencia reversa complementaria del gen, para evitar que la ADN polimerasa añada 
errores al amplificar la región (Tabla 1). El tercer cebador consta de la secuencia  
complementaria a la secuencia de unión de la polimerasa del fago M13 marcado 
fluorescentemente con el fluorocromo FAM. La presencia de este último cebador permite la 
cuantificación por niveles de fluorescencia de los productos de PCR, y la detección de distintas 
especies. 
Tras comprobar que nuestro ARN guía induce mutaciones, se dejaron crecer los 
embriones inyectados restantes hasta los dos meses de desarrollo. Alcanzado el estadio adulto 
se cruzó la F0 con especímenes silvestres para obtener la F1. La F1 adulta se analizó por CRISPR 
STAT detectando individuos que portaban una deleción de 10 pares de bases. Este producto de 
PCR se subclonó utilizando el kit comercial StrataClone PCR Cloning Kit (Aligent Technologies) y 
se secuenció, comprobando que la mutagénesis dirigida por CRISPR había producido una 
deleción de 10 pares de bases desde la posición 172 a la 181 del marco abierto de lectura (ORF) 
del gen. Esto provoca el cambio del marco de lectura del foxd1 y produce un codón de parada 
prematuro en el aminoácido 70, dando lugar a una proteína truncada sin función biológica.  
 
Genotipado 
Los especímenes foxd1cbm16 y foxg1 - portador de una deleción de 5 pares de bases del 
nucleótido 33 al 37 del ORF- se genotiparon mediante CRISPR STAT según lo descrito en el 
apartado anterior, utilizando cebadores específicos (tabla 1). Los individuos adultos de la línea 
transgénica Tg{rx3::gal4} portadores del transgén se genotiparon mediante PCR con cebadores 
que amplifican la secuencia que codifica para el factor de transcripción Gal4 (tabla 1). 
 
Gen Cebador delantero 5’→ 3’ Cebador reverso 5’ → 3’ 
foxd1 TGTAAAACGACGGCCAGTTCAGATGCACGACGAGATC GTGTCTTGTCACAAATCTCGCTCAGC 
foxg1 TGTAAAACGACGGCCAGGCCAGAGCAAGAGATTCG GTGTCTTTAGCGCAAGTGTTCTCC 
gal4 ATGAAGCTACTGTCTTCTATC CGATACAGTCAACTGTCTTTG 
Tabla 1. Cebadores genotipado líneas mutantes y transgénica. 
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Clonaje de plásmidos para inyección 
Las construcciones UAS de los genes shh, fgf8, foxg1 y foxd1 se generaron subclonando 
el ADN complementario en el vector bidireccional UAS/tol2, que dirige la transcripción de la 
proteína verde fluorescente (GFP) hacia una dirección y la del gen de interés en la otra dirección 
(Distel et al., 2010; Kajita et al., 2014). 
El gen shh de pollo (Gallus gallus) se extrajo del plásmido pBluescript (cedido por el 
laboratorio de Cliff Tabin) con las enzimas de restricción SalI y SacII y se introdujo 
direccionalmente con estas mismas enzimas en el plásmido UAS/tol2. El gen fgf8 procedente de 
ratón (Mus musculus) (NM_001166362) se extrajo del plásmido PCIG (cedido por el laboratorio 
de Ruth Diez del Corral) con las enzimas de restricción SmaI y ClaI, y se modificó romo para 
insertarlo en el vector de destino UAS/tol2. Tanto la secuencia de la proteína shh de pollo como 
la de fgf8 de ratón presentan una alta homología con las del pez cebra en los dominios 
funcionales y tienen la misma actividad que los genes endógenos (Figura 10). 
 
 
 
Figura 10. Alineación de las secuencias de las proteínas Fgf8 y Shh de pez cebra con las de ratón y pollo 
respectivamente. Fgf8 posee los dominios de unión al receptor y al heparán sulfato, que actúa como 
cofactor, entre los aminoácidos 60 y 180 aproximadamente, secuencia que presentan alta homología 
entre pez cebra y ratón. Shh sufre un proceso de autocatálisis para dar lugar al dominio N-terminal y C-
terminal. El dominio N-terminal, que contiene la actividad señalizadora, termina alrededor del aminoácido 
190 en ambas especies, y presenta alta homología entre pez cebra y pollo. 
 
Los genes foxg1 y foxd1 de pez cebra (Danio rerio) se amplificaron de ADN copia de 
embriones de 48 hpf. Se utilizaron cebadores específicos que contienen las secuencias de las 
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dianas de las enzimas de restricción EcoRV (cebador delantero) y NotI (cebador reverso) (tabla 
2) y se insertaron direccionalmente en el plásmido UAS/tol2. 
Gen Cebador delantero 5’→ 3’ Cebador reverso 5’ → 3’ 
foxg1 GGGGATATCATGTTGGATATGGGAGA CCCGCGGCCGCTTAGTGTATAAGTGGATTTG 
foxd1 GGGGATATCATGACTCTGGGAACGGACAT AAAGCGGCCGCCTAGAAATGGCAATTG 
Tabla 2. Cebadores clonaje foxg1 y foxd1. 
 
Microinyección de plásmidos 
Las construcciones generadas se utilizaron para expresar los genes shh, fgf8, foxg1 y 
foxd1 ectópicamente en el primordio de ojo utilizando el sistema UAS/Gal4 (Halpern et al., 
2008). La inyección se realizó a estadio de desarrollo de una célula en embriones de la línea 
transgénica Tg{rx3::Gal4} a una concentración de 20-40 pg/embrión. Los embriones que 
mostraban una expresión homogénea de GFP en las vesículas ópticas fueron seleccionados para 
llevar a cabo los análisis realizados durante esta tesis doctoral. 
 
Microinyección de ARNm y trasplantes 
Los trasplantes se realizaron esencialmente como se describe en Cavodeassi et al 2005. 
Células indiferenciadas procedentes de embriones donantes a estadio de esfera se trasplantaron 
en embriones receptores silvestres en estadío 60% epibolia en la región del neuroectodermo 
que dará lugar al primordio del ojo. Los embriones donantes fueron previamente 
microinyectados en el vitelo a estadio de desarrollo de una célula, con ARNm de Shh (100pg/nl) 
y ARNm de la GFP, o únicamente ARNm de la GFP. Los trasplantes de células silvestres en 
embriones chk y viceversa se realizaron de la misma manera, inyectando ARNm de la GFP en los 
embriones donantes para cada condición.  
El ARNm de shh y gfp se sintetizó utilizando el mMessage Machine kit (Ambion), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
 
Detección de ARN mensajero 
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Las sondas antisentido de ARNm para hibridación in situ se sintetizaron utilizando ARN 
polimerasas (Promega) y nucleótidos marcados con fluoresceína o digoxigenina (Roche), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. La hibridación in situ se realizó en todos los casos en 
el embrión entero según protocolo previamente descrito (Cavodeassi et al, 2013)(Yamamoto et 
al, 2004).  
Los embriones fueron incubados con anti-digoxigenina/fluoresceína-AP (Roche) y 
revelados con los sustratos NBT/BCIP (precipitado morado) y INT/BCIP (precipitado rojo) o fast 
red (precipitado rojo) (Roche). Para la detección de ARN mensajero por fluorescencia, los 
embriones se incubaron con anti-digoxigenina-POD (Roche) y revelados con el sustrato Cy3 del 
kit comercial TSA Fluorescein System (PerkinElmer).  
Las sondas utilizadas fueron: foxd1, foxg1a, mab21/2, nkx2.1, shh, fgf8, sprouty4, pea3, 
erm1, emx3, rx3, rtk2, efna5a, gli1 y ptch2. Las secuencias codificantes para ptch2 
(ENSDART00000077304) y gli1 (ENSDARG00000101244) se obtuvieron a partir de ADNc de 
embriones de 24 hpf utilizando cebadores específicos (Tabla 3). En el caso de ptch2 y gli1 se 
añadió al cebador reverso la secuencia de unión de la T3 y T7 polimerasa, respectivamente, para 
transcribir la sonda directamente. Se transcribió con la polimerasa T3 y T7 (Promega). 
 
Gen Cebador delantero 5’→ 3’ Cebador reverso 5’ → 3’ 
ptch
2 
ACAAACTGTCAGCGTAGGAC 
TCCATTAACCCTCACTAAAGGGAATATATAATTTATAAATGT
CT 
gli1 
CCCATGTCCAATGCCTTAGAACAC
C 
TAATACGACTCACTATAGGGCTTACAGTAGTGACCGAAATA
CC 
Tabla 3. Cebadores sondas ptch2 y gli1. 
 
Inmunofluorescencia 
La detección de antígenos por fluorescencia in toto se llevó a cabo según protocolo 
previamente descrito (Cavodeassi et al, 2013). Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-
GFP hecho en pollo (1:1000, Abcam) y anti-βcatenina hecho en ratón (1:400, Signal Transduction 
Laboratories). Los anticuerpos secundarios fueron Alexa-488 y -647 (1:500, Jackson 
ImmunoResearch). La tinción de los núcleos se llevó a cabo incubando los embriones con Sytox 
Orange (Life Technologies, 1:10,000).   
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Tratamientos con inhibidores 
Los tratamientos farmacológicos se realizaron incubando sobre una cama de agarosa al 
1% embriones decorionados en medio E3 con ciclopamina (100 μM, Calbiochem), SU5402 (10 
μM, Calbiochem), SB431542 (75μM, Tocris) o una combinación de los mismos. La ciclopamina, 
SU5402 y SB431542 se disolvieron en DMSO. Los controles para estos tratamientos se incubaron 
en la misma cantidad de medio E3 con la concentración equivalente de DMSO. Los tratamientos 
con los inhibidores se iniciaron a estadio de desarrollo de 70% epibolia o 1 ss y se detuvieron a 
10-12 ss fijándolos con PFA 4% para su posterior análisis.  
Para manipular simultáneamente la vía de Fgf y Hh, los embriones tg{rx3::Gal4} se 
microinyectaron con la construcción UAS:fgf8 a estadio de una célula, y se incubaron desde 70% 
epibolia con ciclopamina. Estos embriones se fijaron a 10-12 ss, se seleccionaron aquellos con 
expresión homogénea de GFP en los ojos, y se guardaron para su posterior análisis. 
 
Trazado de proyecciones retinotectales 
El trazado de los axones de las CGR de embriones silvestres, tg{rx3::Gal4};UAS:Shh y 
foxd1-/- se realizó usando una solución de 1,1´-Dioctadecyl-3,3,3´,3´-tetrametilindocarbocianina 
(DiI, D282, Molecular Probes) y 3,3´-dioctadeciloxacarbocianina (DiO, D275, Molecular Probes) 
disueltos en dimetilformamida/sacarosa. Se inyectaron dichas soluciones independientemente 
en la retina nasal y temporal de los embriones previamente fijados en paraformaldehido a 
estadio de desarrollo de 6 dpf, y se incubaron a temperatura ambiente durante 24 horas.  
 
Test de respuesta optocinética 
Las medidas de la respuesta optocinética (ROC) se hicieron con un sistema de análisis de 
producción propia (laboratorio de Isaac Bianco, UCL). Este sistema consta de un proyector AAXA 
P2 Jr que refleja el estímulo visual sobre un espejo posicionado en un ángulo de 45 grados. Este 
está subyacente a una base transparente sobre la que se posiciona la placa en el interior de un 
cilindro opaco sobre el cual se proyecta el estímulo visual. La iluminación del estímulo es de 850 
nm de luz LED. La cámara utilizada es una AVT Pike, con una velocidad de 100 fps. 
Las larvas de pez cebra se anestesiaron con metasulfonato de tricaína (70 μg/mml). Cada 
larva se incluyó individualmente en una gota de agarosa de bajo punto de fusión al 1% en agua 
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del sistema de peces en una placa Petri de 35 mm. Una vez solidificada la gota se cubrió toda la 
superficie de la placa hasta sobrepasar la altura de la gota de agarosa con agua del sistema de 
peces, y posteriormente se retiró con un microbisturí la agarosa que rodea a cada ojo hasta 
liberarlos completamente permitiendo su total movimiento pero manteniendo el resto del 
embrión completamente inmovilizado. La placa se situó en el sistema de análisis de la ROC en el 
interior del cilindro sobre el que se proyecta el estímulo.  
El rastreo del movimiento de los ojos se llevó a cabo en tiempo real utilizando un 
programa personalizado escrito en LabVIEW (National Instruments). Las imágenes se ajustaron 
aplicando un umbral detectando los dos objetos binarios más grandes como los ojos. La 
orientación de los ojos se calculó utilizando la imagen central y la medida del ángulo de los ojos 
relativa a la línea media anatómica del embrión, dibujada manualmente. Ángulos con valores 
crecientes corresponden con la rotación de los ojos en sentido de las agujas del reloj, y viceversa.  
 
Orden del 
estímulo visual 
Velocidad 
Frecuencia 
espacial 
Contraste 
1 10 12 0,05 
2 10 12 0,1 
3 10 12 0,25 
4 10 12 0,5 
5 10 12 1 
6 10 24 1 
7 10 36 1 
8 10 48 1 
9 10 60 1 
10 30 12 1 
11 60 12 1 
12 90 12 1 
  
    Tabla4. Valores de velocidad, frecuencia espacial y contraste de cada estímulo  
     visual de la secuencia proyectada. 
 
La ROC se mide en términos de ganancia (velocidad del ojo en la fase lenta de la sacada, 
dividida entre la velocidad del estímulo). La ROC depende de tres variables: velocidad, 
frecuencia espacial y contraste del estímulo, por lo que se realizó un ensayo que consta de doce 
estímulos visuales con una duración de 15 segundos cada uno en los que se varía el valor de 
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cada una de estas variables manteniendo las dos restantes constantes con un valor máximo 
(Tabla 4). Esta secuencia se proyectó por duplicado calculándose el valor de la ganancia para 
cada estímulo como la media de las dos repeticiones. 
La dirección del estímulo fue unidireccional en las agujas del reloj, siendo temporo-nasal 
para el ojo izquierdo y naso-temporal para el derecho. 
 
Montaje de embriones y adquisición de imagen 
Los embriones de las líneas transgénicas tg{ptch2::kaede} , tg{emx::gfp} y tg{rx3::gfp}, 
los chk-/- inmunoteñidos con anti-βcatetina y Sytox, los trasplantados con células 
sobreexpresando el ARNm de shh, y los embriones trazados con DiI/DiO fueron embebidos 
enteros en agarosa de bajo punto de fusión (Sigma) 1.5% en PBS y orientados en posición frontal 
o dorsal. La adquisición de imágenes se realizó con un microscopio confocal Zeiss LSM710 y un 
objetivo de larga distancia de trabajo de inmersión en agua con un aumento 40x (0.8/NA). 
Los embriones hibridados in situ se analizaron en el eje dorsal y frontal. Para analizarlos 
desde dorsal, fueron deshidratados en concentraciones crecientes de glicerol hasta alcanzar una 
concentración de 75% glicerol en agua y montados sin vitelo en una gota de glicerol 100%. Para 
analizarlos en el eje frontal, parte de los embriones se embebieron en gelatina/BSA para 
secciones de vibratomo siguiendo el protocolo previamente descrito (Sanchez-Arrones et al., 
2013), o bien se incubaron en una solución de sacarosa al 15% en PBS, posteriormente se 
embebieron en una solución 7.5% gelatina en 15% sacarosa, se congelaron con isopentano y se 
almacenaron a -80⁰C para realizar criosecciones. Secciones de 20 μm se obtuvieron con el 
vibratomo Leica VT1000S y se montaron en glicerol 100%. Criosecciones de 15 μm se realizaron 
con el criostato Leica CM 1950 y se montaron en moviol. Las imágenes se adquirieron un 
microscopio Leica CTR 5000 conectado  una cámara digital (Leica DFC 500) operado por un 
programa de Leica, equipado con objetivos secos 20x 0.7/NA (utilizado para las imágenes desde 
dorsal) y 40x 0.8/NA (utilizado para las imágenes en el plano frontal). Todas las imágenes se 
adquirieron en formato Tiff y se analizaron con Fiji/ImageJ. 
Procesamiento de datos 
- Cuantificación extensión de foxg1:  
La cuantificación de la extensión de la expresión de foxg1 en los embriones carentes de la 
señalización de Fgf y Hh se llevó a cabo dividiendo el valor de la extensión de la expresión (x) 
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entre la longitud total de la vesícula óptica (d) (Figura 11). El análisis estadístico se realizó 
mediante la prueba T student con un p≤0.05. 
 
 
              Figura 11. Estrategia de cuantificación de la extensión de la expresión de foxg.  “X” es el  
              valor de la expresión y “d” la longitud total de la vesícula óptica. 
 
- Análisis estadístico de la respuesta optocinética: 
 La significancia estadística del test de ROC se ha determinado utilizando un test ANOVA 
doble, seguido de un test de Bonferroni. Para cada grupo de estudio, se han analizado los 
parámetros frecuencia espacial, velocidad y contraste El análisis estadístico se ha realizado con 
el programa GraphPad Prism5. 
- Embriones analizados en cada experimento: 
 Todos los experimentos llevados a cabo durante esta tesis han sido realizados en un 
número estadísticamente significativo de embriones. Los tratamientos con inhibidores han sido 
realizados un mínimo de dos repeticiones, y más de 20 embriones por condición cada vez. Los 
trasplantes se realizaron en varios días obteniendo el fenotipo mostrado en más del 50% de los 
embriones. Los experimentos llevados a cabo con mutantes han sido realizados en al menos 30 
embriones por genotipo. Las sobreexpresiones mediante inyecciones de plásmidos se realizaron 
en más de 15 embriones para cada gen analizado y condición. El test de ROC se realizó en más 
de 20 embriones Tg{rx3::gal4}; UAS;shh y 80 embriones mutantes para foxd1. 
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1. La inhibición de la señalización de Hh resulta en la pérdida de identidad temporal de las 
vesículas ópticas.  
Estudios previos han demostrado que los Fgf son señales fundamentales para la 
expresión regionalizada de foxg1 y foxd1. Como se describe en la introducción, Fgf8, Fgf3 y Fgf24 
activan y confinan la expresión de foxg1 en la mitad dorsal del primordio del ojo (Picker and 
Brand, 2005; Picker et al., 2009). En ausencia de los ligandos Fgfs, foxg1 no se expresa y foxd1, 
cuya expresión es exclusivamente ventral en condiciones normales, se expande a toda la mitad 
dorsal del primordio de ojo. Sin embargo, la expresión ectópica de Fgfs en la mitad ventral del 
primordio de ojo no elimina completamente la expresión de foxd1, lo que sugiere que debe 
haber una señal procedente de la región ventral del embrión responsable de la inducción de 
foxd1 en este territorio. Shh se expresa a lo largo de la línea media ventral del embrión, próximo 
a la mitad ventral del primordio del ojo durante su desarrollo (Lupo et al., 2006), constituyendo 
un candidato perfecto para controlar la expresión de foxd1.  
Para analizar una posible implicación de Shh en controlar la expresión de foxd1, 
analizamos la expresión de los marcadores de identidad nasal y temporal, Foxg1 y Foxd1 
respectivamente, en embriones carentes de la señalización de Hh, como son los mutantes 
smoothened (smu, falta de función del co-receptor de Hh Smoothened) (Varga et al., 2001). Este 
análisis revela la pérdida de la expresión de foxd1 en la mitad ventral de las vesículas ópticas 
(Fig. 12A-B,E,K-L). La expresión del marcador nasal foxg1 no se ve afectada de manera alguna, 
manteniéndose restringida al dominio dorsal del primordio del ojo (Fig. 12C-D,F,K-L). 
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Figura 12. La falta de señalización de Hh resulta en la ausencia de foxd1 en las vesículas ópticas. Vista 
dorsal (A, C, E, F, G e I) y frontal (B, D, H, J) de la expresión de foxg1 (C, D, F, I, y J) y foxd1 (A, B, E, G y H) 
en embriones control (A-D) y carentes de la señalización de Hh (E-J). Mutantes smu (E, F) y tratados con 
ciclopamina a partir de 1 ss (G-J). Esquema de la expresión de foxg1 (verde), foxd1 (rojo) y shh (morado) 
desde una vistal frontal en un embrión silvestre (K) y carente de la actividad de Hh (L). Asterisco 
(*)=carente de identidad temporal. Las líneas punteadas delimitan el prosencéfalo desde una vistal dorsal, 
y las vesículas ópticas desde una vista frontal.  
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La actividad de la vía de señalización de Hh es requerida en múltiples aspectos de la 
regionalización embrionaria desde estadios muy tempranos, anteriores a la especificación del 
campo de ojo. Por ello, para descartar que el fenotipo observado en los mutantes smu no sea 
debido a un efecto indirecto de la ausencia de señalización de Hh en etapas anteriores del 
desarrollo embrionario, realizamos la manipulación de la actividad de Hh en una ventana 
temporal discreta, haciendo uso de la ciclopamina, un antagonista de Smoothened (Chen et al., 
2002). La utilización de esta droga nos permite restringir la ventana temporal en la cual 
inhibimos la señalización de Hh, y por tanto determinar el estadio de desarrollo en el cual la 
actividad de Hh es requerida para promover la expresión de foxd1. Mientras que tratamientos 
con ciclopamina de 6 ss en adelante no muestran efecto alguno sobre la expresión de foxd1 (Fig. 
13B-D), tratamientos a partir de 1-3 ss, anteriores a la evaginación de las vesículas ópticas, 
resultan en la ausencia de la expresión de foxd1 (Fig. 12G-H,L). Al igual que observamos con los 
mutantes de falta de actividad de Hh, la expresión de foxg1 no se ve afectada por estos 
tratamientos (Fig. 12I-J,L; Fig. 2A-C).  
 
Figura 13. La actividad de Hh es 
requerida antes de 6 ss para la 
inducción de foxd1. Vista 
dorsal de la expresión de foxg1 
(A y C) y foxd1 (B y D) en 
embriones control (A y D) y 
carentes de la señalización de 
Hh mediante tratamientos con 
ciclopamina a partir de 6 ss. Las 
líneas punteadas delimitan el 
prosencéfalo desde una vista 
dorsal. 
 
 
 
En conjunto, el análisis del mutante smu y de los embriones tratados con ciclopamina 
indica que la señalización de Hh es necesaria para inducir la expresión de foxd1. La función de 
Hh es necesaria en estadios anteriores a 6 ss, cuando las vesículas ópticas están comenzando a 
evaginar. De manera consistente, el patrón de expresión de foxg1 y foxd1 ya está espacialmente 
restringido a la mitad dorsal y ventral, respectivamente, del primordio de ojo, a 4 ss (Fig. 14A-
D). 
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Figura 14. foxg1 y foxd1 
comienzan a expresarse antes 
de la evaginación de las 
vesículas ópticas. Vista frontal 
de la expresión de foxg1 (A y C) y 
foxd1 (B y D) en embriones 
control a estadio de 4 ss (A y B) y 
6 ss (C y D). Las líneas delimitan 
las vesículas ópticas. 
 
 
 
2. La actividad ectópica de Hh suprime identidad nasal e induce identidad temporal en las 
vesículas ópticas.  
Los experimentos de falta de señalización de Hh indican que éste es necesario para 
inducir identidad temporal en la mitad ventral del primordio de ojo mediante la activación de la 
expresión del factor de transcripción Foxd1 en ese territorio a estadios muy tempranos del 
desarrollo del sistema visual. Sin embargo, no nos indican si la actividad de Hh es suficiente para 
inducir su expresión. 
Para determinar si Hh es suficiente para inducir foxd1, procedimos a sobreexpresar el 
ligando de la vía, Shh, de manera controlada tanto espacial como temporalmente 
exclusivamente en el campo de ojo, haciendo uso de la técnica UAS/Gal4 (Halpern et al., 2008). 
Para ello, realizamos el clonaje de un plásmido bidireccional que contiene el cDNA de Shh y de 
la proteína fluorescente GFP –que actuará como reportera-, cuyas expresiones están bajo el 
control de las secuencias reguladoras UAS. Dicho plásmido fue inyectado a estadio de una célula 
en embriones de la línea transgénica Tg{rx3:Gal4}. En ellos el factor de transcripción Gal4 se 
encuentra bajo el control del promotor del gen rx3, que se expresa específicamente en el 
primordio de ojo desde el momento de la especificación del campo de ojo hasta el final de la 
evaginación de las vesículas ópticas.  
La sobreexpresión de Shh induce la expansión de la expresión de foxd1 en todo el 
primordio de ojo (Fig. 15A-B), a su vez que la completa ausencia de la expresión de foxg1 en la 
mitad dorsal del mismo (Fig. 15C-D). Esta aproximación experimental no interfiere con el 
establecimiento de la subdivisión primaria del prosencéfalo, como se observa al analizar el 
dominio de expresión telencefálica de foxg1 (Fig. 15C-D), y del marcador mab21/2 que se 
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expresa en todo el territorio que conforman las vesículas ópticas y el mesencéfalo (Fig. 15E-F). 
El mismo fenotipo resulta al expresar en mosaico el ARN mensajero de Shh -junto con el de GFP 
como reportero- lo que genera grupos discretos de células con la vía de Hh activada (Fig. 15I-L’).  
Para confirmar la activación de la vía de Hh en los embriones Tg{rx3::Gal4); UAS:shh, analizamos 
los niveles de expresión del gen reportero de la vía ptch2 en el primordio de ojo, y confirmamos 
que están fuertemente incrementados en los embriones manipulados (Fig. 15G-H).  
 
Figura 15.  La expresión ectópica de Shh en el primordio de ojo promueve la expresión de foxd1. Vista 
frontal (A-D) y dorsal (E-H) de la expresión de foxd1 (A y B), foxg1 (C y D), mab21/2 (E y F) y patch2 (G y 
H) en embriones Tg{rx3::gal4} (A, C, E y G) y embriones Tg{rx3::gal4}; UAS:shh con sobreexpresión 
ectópica de Shh en las vesículas ópticas (B, D, F y H). Vista dorsal de la expresión de foxd1 (I, K y K’) y foxg1 
(J, L y L’) en embriones control (I y J) y en embriones con células trasplantadas que sobreexpresan el ARNm 
de shh junto con el de GFP como reportero (K-L’). El asterisco (*) señala la ganancia de expresión de foxd1 
(B,K,K’) o pérdida de expresión de foxg1 (DL,L’) en las vesículas ópticas. Las líneas punteadas delimitan el 
prosencéfalo desde una vistal dorsal, y las vesículas ópticas desde una vista frontal. 
La activación de foxd1 y la ausencia de foxg1 en las células con actividad ectópica de Hh 
sugiere un cambio hacia identidad temporal de dichas células, a pesar de encontrarse 
posicionadas en la mitad dorsal del primordio de ojo que dará lugar posteriormente al dominio 
nasal de la retina (Fig. 16A-B). Para analizar si este cambio en el patrón de expresión de los 
marcadores NT tempranos conduce a un cambio de identidad en la retina diferenciada, 
analizamos en primer lugar si esta alteración de la expresión de foxd1 y foxg1 se mantiene a lo 
largo del desarrollo. En efecto, la expresión de foxd1 se detecta en toda la capa ganglionar de la 
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retina a 6 dias post-fertilización (Fig. 16C-D), indicando un mantenimiento de la expansión de 
identidad temporal en estadios larvarios. Posteriormente, analizamos la topología de las 
proyecciones retinotectales tiñendo con colorantes lipofílicos los axones de las CGR 
posicionadas en la mitad nasal y temporal de la retina, de manera independiente. En embriones 
control los axones de las CGR posicionadas en la mitad nasal proyectan en la región más 
posterior del téctum (el principal núcleo visual en zebrafish), mientras que las CGR ubicadas en 
el dominio temporal inervan la región anterior del téctum (Fig. 16E). Las proyecciones nasales 
de las retinas de los embriones Tg{rx3::Gal4}; UAS:shh inervan áreas más anteriores del téctum, 
solapando parcialmente con las proyecciones de las CGR de la mitad temporal de la retina (Fig. 
16F).  
 
Figura 16. La expansión de la expresión de 
foxd1 conlleva la adquisición de identidad 
temporal. Esquema de la expresión de 
foxg1 (verde) y foxd1 (rojo) desde una 
vistal frontal en un embrión Tg{rx3::gal4} 
(A) y Tg{rx3::gal4}: UAS:shh con 
sobreexpresión ectópica de shh en las 
vesículas ópticas (B) a 10 ss. Expresión de 
foxd1 en el ojo a 6 dpf en un embrión 
Tg{rx3::gal4} (C} y Tg{rx3::gal4}; UAS:shh 
(D). Vista dorsal del téctum y y el ojo 
correspondiente de embriones de 6 dpf 
Tg{rx3::gal4} (E) y Tg{rx3::gal4}; UAS:shh 
(F) en los cuales se ha trazado con DiO/DiI 
las CGR en la región nasal (verde) y 
temporal (rojo) de la retina. Las líneas 
punteadas delimitan el téctum y el ojo 
correspondiente (anterior hacia la 
izquierda). Asterisco (*) indica la expansión 
de foxd1. 
 
Estos resultados sugieren que las CGR posicionadas en la mitad nasal de la retina han 
adquirido identidad temporal cuando sus progenitores se han visto sometidos a una activación 
ectópica de la vía de Hh desde estadios muy tempranos en su desarrollo. 
 
 
3. La señalización de Fgf no afecta a la actividad de Hh mientras que la señalización de Hh 
promueve la actividad de Fgf. 
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Estudios previos han demostrado el papel de la señalización de Fgf en la inducción de 
identidad nasal en la retina (Picker and Brand, 2005; Picker et al., 2009). La falta de actividad de 
la vía de Fgf en el primordio de ojo resulta en la ausencia de identidad nasal (Fig. 17A-B,Ñ-O) y 
la expansión de la identidad temporal a lo largo de la retina (Fig. 17C-D,Ñ-O). Por el contrario, la 
inhibición de la señalización de Hh en las vesículas ópticas conduce a una pérdida de identidad 
temporal que sin embargo no va acompañada de la expansión del dominio nasal (Fig. 12G-L), lo 
que sugiere la existencia de una posible regulación entre las vías de señalización de Hh y Fgf. 
Para determinar si este es el caso, analizamos la expresión de fgf8 y spry4 en condiciones 
de falta de señalización de Shh, incubando los embriones con ciclopamina. Fgf8 es uno de los 
ligandos de la vía de señalización Fgf; spry4 es un gen reportero de esta vía, regulado 
directamente por la señalización de la vía de Fgf actuando como inhibidor de la misma 
(Furthauer et al., 2001). Recíprocamente, examinamos la expresión de shh, nkx2.1 y ptch2 en 
embriones carentes de la actividad de Fgf realizando tratamientos farmacológicos con SU5402, 
un antagonista de la vía de Fgf (Mohammadi et al., 1997). Shh es el ligando de la vía de 
señalización de Hh expresado en la línea media ventral, mientras que nkx2.1 y ptch2 son genes 
directamente regulados por Hh que responden a bajas y altas concentraciones de ligando 
respectivamente (Hammond et al., 2010; Vokes et al., 2007). 
Los resultados de estas manipulaciones indican que la actividad de Fgf no regula la 
señalización de Hh, mientras que la actividad de Hh sí controla positivamente la de Fgf. En 
condiciones de falta de actividad de Fgf  no varían los niveles de expresión de shh, nkx2.1 ni el 
transgénico Tg{ptch2::kaede} (Fig. 17E-J). Sin embargo, la falta de señalización de Hh conduce a 
la disminución de los niveles de expresión de componentes de la ruta de Fgf (Fig. 17K-N). Estos 
resultados sugieren que la actividad de Shh está promoviendo la expresión de fgf8 en el 
telencéfalo, y la activación de la vía de Fgf en el telencéfalo y el primordio de ojo. 
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Figura 17. La falta de actividad de Fgf altera 
el patrón NT independientemente de Shh. 
Vista frontal (A-H) y dorsal (I y J) de la 
expresión de foxg1 (A y B), foxd1 (C y D), 
mab21/2 (E y F), Tg{ptch2::kaede} (G y H) y 
nkx2.1 en embriones control (A, C, E e I) y 
Tg{ptch2::kaede} (G) tratados con DMSO, y 
en embriones tratados con SU5402 a partir 
de 1 ss (B, D, F, H e I). Vista dorsal de la 
expresión de fgf8 y sprouty4 en embriones  
control tradados con DMSO (K y M) y 
tratados con ciclopamina (L y N) a partir de 
1 ss. Esquema de la expresión de foxg1 
(verde) y foxd1 (rojo) desde una vistal 
frontal en un embrión silvestre (Ñ) y tratado 
con ciclopamina (O). n=identidad nasal, 
t=identidad temporal, n*=carente de 
identidad nasal (B) y ganancia de identidad 
temporal (D). Las líneas punteadas 
delimitan el prosencéfalo desde una vistal 
dorsal, y las vesículas ópticas desde una 
vista frontal. 
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4. La señalización de Fgf no es suficiente para promover identidad nasal en toda la retina 
La pérdida de actividad de Hh se acompaña de una reducción de la señalización de Fgf; 
a su vez, no se produce una expansión del marcador nasal foxg1 al dominio ventral de las 
vesículas ópticas. La ausencia de la expansión de foxg1 en estas condiciones puede deberse al 
hecho de que los bajos niveles de Fgf en el primordio de ojo no alcanzan el dominio ventral. Para 
comprobar la validez esta hipótesis, utilizamos de nuevo el sistema Gal4/UAS para 
sobreexpresar ectópicamente Fgf8 en todo el primordio de ojo. En estas condiciones, los niveles 
de expresión de spry4 en el prosencéfalo aumentan (Fig. 18I-J), confirmando la eficacia de esta 
herramienta para activar la señalización de Fgf. 
La activación ectópica de la señalización de Fgf en el primordio de ojo provoca una 
reducción parcial de la expresión de foxd1 (Fig. 18A,C,A’). Sin embargo, esta manipulación 
experimental no causa la expansión de  foxg1 (Fig. 18B,D,B’). La ausencia de expansión de foxg1 
en estas condiciones de altos niveles de Fgf sugiere la existencia de una actividad inhibitoria en 
el dominio ventral sobre la expresión del marcador nasal. La actividad ventral de Hh podría ser 
suficiente para reprimir la expresión de foxg1 en este dominio incluso en presencia de la 
señalización ectópica de Fgf. 
Para determinar si Hh ejerce una actividad inhibidora sobre la expresión de foxg1, 
eliminamos la actividad de Hh en condiciones en las que Fgf se expresa ectópicamente, tratando 
embriones Tg{rx3::Gal4}; UAS:fgf8 con ciclopamina a partir de 1 ss. El análisis de expresión de 
los marcadores NT muestra una ausencia total de foxd1 (Fig. 18G,G’), más acusada que la 
disminución observada en los tratamientos simples con ciclopamina o en embriones 
Tg(rx3::Gal4); UAS:fgf8 (Fig. 18E,E’).  Sin embargo, la expresión de foxg1 continúa restringida en 
el dominio dorsal (Fig. 18F,H,H’). Estos resultados sugieren la implicación de factores adicionales 
en la regionalización NT de la retina. Una posibilidad es que el propio Shh sea requerido en 
estadios previos a 1ss (estadio al que se ha relizado el tratamiento con ciclopamina) para 
reprimir foxg1. 
 
 
Figura 18. La actividad de Fgf reprime la expresión de foxd1. Vista dorsal (A-J) de la expresión de foxd1 
(A, C, E y G), foxg1 (B, D, F y H) y sprouty4 (I y J) en embriones Tg{rx3::gal4} tratados con DMSO (A,B e I) y 
manipulados sobreexpresando fgf8 en las vesículas ópticas y/o incubados con ciclopamina a partir de 1 ss 
según lo indicado en el panel de cada imagen (C-H y J). (A’-H’) Esquemas de la expresión de foxg1 (verde), 
foxd1 (rojo), fgf8 (azul) y shh (morado) en el prosencéfalo desde una vistal frontal correspondientes a la 
condición de las imágenes posicionadas a su izquierda. Las líneas punteadas delimitan el prosencéfalo. 
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5. La eliminación simultánea de Fgf y Hh rescata parcialmente el patrón NT 
Los resultados presentados hasta aquí indican que la señalización por Shh es necesaria 
y suficiente para la inducción de foxd1 en el primordio de ojo y para el establecimiento de la 
región temporal de la retina. Así mismo, la actividad de Fgf es esencial para la expresión de foxg1 
y la especificación del territorio nasal en la mitad dorsal del campo de ojo. Teniendo en cuenta 
estas observaciones, cabría esperar que la ausencia simultánea de ambas vías de señalización 
condujese a la falta total de especificación NT de la retina. Para comprobar la validez de esta 
hipótesis, analizamos el patrón de expresión de foxg1 y foxd1 en embriones dobles mutantes 
para fgf8 (acerebellar; ace) y smoothened (smu) y en embriones tratados simultáneamente con 
los antagonistas de ambas rutas, ciclopamina y SU5402.  
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Figura 19. El balance entre la actividad 
de Fgf y Shh establece el patrón NT. 
Vista frontal (A-D, I y J) y dorsal (E-H) de 
la expresión de foxg1 (A, B e I),  foxd1 
(C, D y J) sprouty 4 (E y F) y ptch2 (G y H) 
en embriones control tratados con 
DMSO (A, C, E y G) y carentes de la 
señalización simultánea de Hh y Fgf 
mediante incubaciones con ciclopamina 
y SU5402 a partir de 1 ss (B, D, F y H) o 
en embriones ace;smu (I y J). (K) Tabla y 
gráfico con los datos de la 
cuantificación de la extensión de la 
expresión de foxg1 en la mitad dorsal 
de las vesículas ópticas en las 
condiciones experimentales mostradas 
en esta figura. Las líneas punteadas 
delimitan el prosencéfalo desde una 
vistal dorsal, y las vesículas ópticas 
desde una vista frontal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Contrariamente a lo esperado, la eliminación conjunta de ambas vías de señalización 
produjo una recuperación parcial del patrón NT en las vesículas ópticas. Mientras que el 
tratamiento aislado con ciclopamina conlleva la ausencia de expresión de foxd1 (Fig. 12G-H), su  
combinación con SU5402 resultó en el restablecimiento total de la expresión de foxd1 en el 
dominio temporal de las vesículas ópticas (Fig. 19C-D). De igual manera, se observa una 
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recuperación parcial de identidad nasal como lo revela la expresión de foxg1 en las células de 
las vesículas ópticas más próximas al telencéfalo (Fig. 19A-B).  
La recuperación parcial del patrón NT en estas condiciones no se debe a una falta de 
eficacia del tratamiento, ya que la expresión de genes reporteros para Fgf y Hh, spry4 y ptch2, 
se pierde totalmente tras los tratamientos con ciclopamina y SU5402 (Fig. 19E-H).  
Los resultados obtenidos del análisis de los dobles mutantes ace;smu son similares a los 
observados en los tratamientos con ambas drogas. La expresión de foxd1 en la mitad ventral de 
las vesículas ópticas se recupera totalmente (Fig. 19I), y la expresión de foxg1 en la región nasal 
se recupera parcialmente (Fig. 19J). Esta recuperación es más completa que en el tratamiento 
con los inhibidores de las vías (Fig. 8K), probablemente reflejando el hecho de que los mutantes 
ace constituyen una falta parcial de actividad de Fgf, ya que sólo falta la función del ligando Fgf8.  
 En conjunto,  estas observaciones indican que la pérdida simultánea de la actividad de 
Hh y Fgf compromete el establecimiento del patrón NT en menor medida que la manipulación 
individual de estas señales, y sugieren que la formación del patrón NT requiere el equilibrio 
correcto de ambas señales. La incompleta restauración de la expresión de foxg1 en ausencia de 
ambas vías de señalización sugiere un papel más indispensable de la actividad de Fgf en la 
inducción de carácter nasal que de Hh en la adquisición de identidad temporal.  
 
6. Niveles altos de actividad de las vías de señalización de Fgf y Hh no alteran el patrón NT  
El hecho de que la eliminación simultánea de Fgf y Shh resulte en el restablecimiento 
parcial del patrón NT sugiere que la regionalización en nasal y temporal requiere un balance 
entre ambas vías de señalización. Para explorar más profundamente esta posibilidad, 
analizamos una situación en la cual ambas vías de señalización se encuentran activadas a altos 
niveles en la región anterior del embrión. 
Astyanax mexicanus es un pez teleósteo autóctono de México que consta de dos 
variedades: una población que vive en ríos y lagos, y una población cuyo hábitat natural son las 
cuevas sumergidas, carentes de luz. Esta última variedad ha sufrido modificaciones morfológicas 
como consecuencia de su permanencia en hábitats carentes de luz natural, como son la ausencia 
de ojos y el incremento del hipotálamo (Menuet et al., 2007). Estos cambios se correlacionan a 
su vez con cambios en los patrones y niveles de expresión de una serie de genes esenciales para 
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el desarrollo temprano del prosencéfalo. Por ejemplo, los embriones de la variedad de las cuevas 
presentan un mayor nivel de señalización de Shh y una expresión precoz de fgf8 en el telencéfalo 
en respuesta al exceso de Shh (Pottin et al., 2011). El exceso de señalización de Shh finalmente 
conduce a defectos en la retina y una mayor apoptosis en la lente lo que deriva en la 
degeneración ocular. A pesar de ello, la formación de las vesículas ópticas y su posterior 
invaginación para formar las copas ópticas no se ven afectadas en estos embriones (Menuet et 
al., 2007). Esto nos da la oportunidad de utilizar esta variedad de Astyanax para analizar el efecto 
de mayores niveles de Shh y Fgf8 sobre la regionalización del primordio de ojo. Razonamos que 
si Shh contrarresta el efecto de la actividad represora de Fgf sobre la expresión de foxd1, 
entonces mayores niveles de ambas señalizaciones no comprometerán de manera alguna el 
patrón NT de la retina. 
El análisis de la expresión de los marcadores nasal y temporal en ambas variedades de 
Astyanax mexicanus confirma nuestras predicciones, ya que las vesículas ópticas de la variedad 
de la cueva muestra niveles similares de foxg1 y foxd1 comparados con los de la variedad de 
superficie (Fig. 20A-D).  
Figura 20. Niveles elevados de Fgf y Shh 
no alteran el patrón NT. Vista frontal de 
la expresión de foxg1 (A y B) y foxd1 (C 
y D) en la variedad de superficie (A y C) 
y de la cueva (B y D) de la especie 
Astyanax mexicanus. Las líneas 
punteadas delimitan el prosencéfalo 
desde una vistal dorsal. 
 
 
 
 
Estos resultados por tanto sugieren que el incremento simultáneo de la actividad de 
ambas vías de señalización no tiene efecto sobre la regionalización NT y son consistentes con un 
escenario en el cual la influencia de Shh y Fgf sobre el patrón NT depende del balance de niveles 
de actividad entre ambas vías.  
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7. La red regulatoria génica que establece el patrón NT de la retina actúa desde el inicio de la 
especificación del campo de ojo  
La eliminación simultánea de la actividad de Fgf y Hh descrita más arriba se realizó 
tratando los embriones con ciclopamina y SU5402 a partir de un 1 ss, una vez establecido el 
primordio del ojo pero antes de la evaginación de las vesículas ópticas y del inicio de expresión 
de foxg1 y foxd1, resultando en la recuperación parcial del patrón NT de la retina. Estos 
resultados sugieren que, o bien hay otros factores anteriores a 1 ss involucrados en la 
especificación de dichos territorios, o los Fgfs y Shh tienen una función anterior a 1 ss en la 
regionalización de eje NT. Para evaluar esta última hipótesis, analizamos el patrón de expresión 
de foxg1 y foxd1 al eliminar la actividad de Fgf y Hh mediante tratamientos con drogas desde 
70% de epibolia. El análisis de la expresión del marcador telencefálico en la línea transgénica 
Tg(emx3::YFP), y del marcador de campo de ojo e hipotálamo en embriones Tg(rx3::GFP) 
confirma que tanto la falta de Fgf como de Hh desde 70% epibolia no afecta al establecimiento 
de los territorios primarios del prosencéfalo (Fig. 21E-J).  
En esta condición experimental observamos una ausencia completa de la expresión de 
foxg1 (Fig. 21A,C), acompañada de la expansión de la expresión de foxd1 a todo el primordio del 
ojo (Fig. 21B,D). Este mismo fenotipo se obtiene en los tratamientos individuales con SU5402 
(Fig. 17B,D), y sugiere que la actividad de Hh es prescindible para la inducción de foxd1 en 
ausencia de la señalización de Fgf.  
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Figura 21. Shh es prescindible para la 
expresión de foxd1 en ausencia de Fgf. 
Vista frontal de la expresión de foxg1 (A 
y C) y foxd1 (B y D) en embriones control 
tratados con DMSO (A y C) y carentes de 
la señalización simultánea de Hh y Fgf 
mediante incubaciones con ciclopamina 
y SU5402 a partir de 70% epibolia (B y 
D). Vista frontal (E, G e I) y dorsal (F, H y 
J) de las líneas transgénicas Tg(rx3::GFP) 
(E, G e I) y Tg(emx::YFP) (F, H y J) en 
embriones control tratados con DMSO 
(E y F) y en embriones tratados con 
ciclopamina (G y H) y SU5402 (I y J) 
desde 70% epibolia. En estas 
condiciones no se observan cambios en 
las subdivisiones primarias del cerebro. 
Las líneas punteadas delimitan el 
prosencéfalo desde una vistal dorsal, y 
las vesículas ópticas desde una vista 
frontal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
8. La vía de señalización de Nodal no es determinante para la expresión de foxd1 y la 
especificación temporal de la retina 
Los resultados descritos en el apartado anterior sugieren que otro mecanismo debe 
actuar en paralelo a Hh para inducir foxd1. Dado que la expresión de foxd1 en ausencia de Hh y 
Fgf está expandida a la totalidad del primordio de ojo, este potencial regulador debe tratarse o 
bien de un factor de transcripción presente en todo este dominio, o bien de una vía de 
señalización cuya fuente de expresión se encuentre adyacente al mismo.  
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Los ligandos de la vía de señalización de Nodal se expresan en la línea media ventral del 
tubo neural anterior, adyacente a la mitad ventral del primordio de ojo. Su actividad es necesaria 
para la especificación del hipotálamo y la expresión de Shh en esta región del tubo neural (Rohr 
et al., 2001). Por ello nos planteamos la posibilidad de que Nodal y Hh cooperaran en la 
especificación de la identidad temporal de la retina.  
Para testar esta hipótesis, analizamos la expresión de foxd1 en los mutantes one-eyed 
pinhead (oep), mutante en la proteína EGF-CFC esencial para la señalización de Nodal, y cyclops 
(cyc), mutante en uno de los ligandos de la ruta de Nodal. Ambas condiciones mutantes resultan 
en una falta de función de la ruta de Nodal (Gritsman et al., 1999; Hatta et al., 1991). Los 
embriones oep y cyc tienen defectos en la especificación de estructuras mediales del tubo neural 
anterior, lo que afecta a la correcta especificación del tallo óptico, pero la porción distal de las 
vesículas ópticas se forma correctamente.  
La expresión de foxd1 está ausente en oep y cyclops (Fig. 22A,C,E), mientras que foxg1 
se expresa de manera normal (Fig. 22B,D,F). Dado que Nodal induce la expresión de Shh en la 
porción ventral del tubo neural anterior, el fenotipo observado podría deberse a la ausencia de 
Shh en estas condiciones.  Con el fin de determinar si esto es así, procedimos a inhibir la actividad 
de Nodal de manera restringida en el tiempo, realizando tratamientos farmacológicos desde 
70% epibolia con el compuesto SB431542, que actúa como un antagonista del receptor de Nodal 
TGFβ1 (Inman et al., 2002).  
Figura 22. Mutantes para la vía 
de Nodal conllevan la pérdida de 
foxd1. Vista frontal de la 
expresión de foxd1 (A, C y E), 
foxg1 (B, D y F) y embriones 
control (A y B) y homocigotos 
cyclops (C y D) y oep (E y F). Los 
asteriscos (*) indican la ausencia 
de expresión de foxd1 en el 
dominio ventral de las vesículas 
ópticas. Las líneas punteadas 
delimitan las vesículas ópticas. 
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Al contrario de lo que observamos en embriones oep y cyclops, la expresión de foxd1 en 
los embriones tratados con SB431542 está sólo levemente reducida (Fig. 23A). Puesto que la 
actividad de Nodal regula la señalización de Hh, analizamos el ligando Shh y los genes 
indicadores de la activación de la vía de Shh nkx2.1 y ptch2 en esta condición experimental. 
Observamos que aunque la expresión de Shh permanece casi inalterada (Fig. 23K-L), es 
suficiente para producir una disminución en su señalización, como así lo indican los menores 
niveles de expresión de los genes analizados (Fig. 23M-O). Este hecho explicaría la leve bajada 
en los niveles de foxd1 observados en estas condiciones, aunque no descarta un requerimiento 
directo de Nodal como regulador de la expresión de foxd1.  
 
 
Figura 23. La actividad de Nodal no es esencial para la expresión de foxd1. Vista frontal (A-K, Ñ y O) y 
lateral (K-N), con anterior hacia la derecha, de la expresión de foxd1 (A, C, E, G e I), foxg1 (B, D, F, H y J), 
shh (K y L), nkx2.1 (M y N) y ptch2 (Ñ y O) en embriones tratados con los inhibidores indicados en la figura. 
Los asteriscos (*) indican la expresión ectópica de foxd1 (E, G e I) o la ausencia de expresión de foxg1 (F, 
H y J). Las líneas punteadas delimitan las vesículas ópticas.  
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Para profundizar en la posible regulación de la expresión de foxd1 por parte de la vía de 
señalización de Nodal, realizamos ratamientos farmacológicos combinados para eliminar 
simultáneamente la actividad de Hh, Fgf y Nodal en el embrión. Embriones incubados con 
ciclopamina y SB431542 (falta simultánea de Hh y Nodal) muestran una acusada reducción en la 
expresión de foxd1 (Fig. 23C), fenotipo similar al obtenido sólo con ciclopamina (Fig. 12G-H). 
Esto sugiere que Nodal no tiene un efecto aditivo a Hh. Por otro lado, embriones incubados con 
SU5402 y SB431542 (falta simultánea de Fgf y Nodal) presentan una expansión de foxd1 por 
toda la vesícula óptica (Fig. 23E), reproduciendo el fenotipo de la falta individual de Fgf (Fig. 
17D). Este resultado sugiere que la inducción de la expresión de foxd1 en estas condiciones no 
es debida a la señalización por Nodal. Finalmente, para descartar un posible efecto 
compensatorio entre las vías de señalización de Fgf, Hh y Nodal en la regionalización del eje NT 
en el primordio de ojo, procedimos a inhibir la función de las tres simultáneamente (mediante 
incubación simultánea con las tres drogas), obteniendo un fenotipo comparable al de la falta de 
función de Fgf y Hh (Fig. 23G-J). 
Teniendo en consideración todos los resultados, podemos afirmar que la señalización 
de Nodal probablemente afecta a la expresión de foxd1 de manera indirecta, a través de su 
regulación de la expresión de Shh. 
 
9. Rx3 promueve la expresión de foxd1 en el campo de ojo de manera autónoma celular 
Rx3 es uno de los factores de transcripción necesarios para la morfogénesis y 
especificación completa del campo de ojo (Loosli et al., 2001). Su expresión comienza a mitad 
de gastrulación, en la porción anterior del neuroectodermo, donde regula la expresión de otros 
genes necesarios para promover una correcta especificación del ojo y activa un programa 
morfogenético que conduce a la evaginación de las vesículas ópticas (Chuang and Raymond, 
2001; Kennedy et al., 2004; Loosli et al., 2001). 
La falta de función de Rx3 en los mutantes chokh (chk) conlleva que las células del campo 
de ojo no sufran su evaginación lateral, por lo que permanecen agrupadas en la línea media (Fig. 
24A-B); además, puesto que carecen de rx3 funcional, no activan la expresión de los sucesivos 
determinantes de identidad de ojo (Kennedy et al., 2004). Sin embargo, esta falta de función no 
interfiere con la especificación inicial del campo de ojo (Loosli et al., 2003; Loosli et al., 2001), 
como se refleja en el hecho de que rx3 presenta un patrón de expresión normal en los embriones 
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homocigotos a estadio de 4 ss (Fig. 24E). El análisis de emx3 y nkx2.1, marcadores de identidad 
telencefálica e hipotalámica respectivamente, muestran que si bien estos dominios están 
levemente alterados en los mutantes chk, su disposición relativa al campo de ojo es normal (Fig. 
24C-D,F). Al tratarse de un alelo recesivo, los embriones heterocigotos chk+/- no muestran 
fenotipo mutante, valiéndonos como control del fenotipo silvestre. Dado que la expresión de 
rx3 está presente en la totalidad del campo de ojo desde el inicio de su especificación, y su 
patrón de expresión coincide con el de foxd1 en ausencia de la señalización de Fgf y Hh, 
razonamos que se trata de un buen candidato para conferir competencia al campo de ojo para 
expresar foxd1. Esta idea se ve apoyada por la existencia de sitios de unión potenciales para Rx3 
en el promotor de foxd1 (Yin et al., 2014). Para determinar si rx3 está involucrado en controlar 
la expresión de foxd1, analizamos la expresión de este gen en los mutantes chk.  
 
Figura 24. La falta de Rx3 no compromete la especificación del campo de ojo. Vista frontal del 
prosencéfalo de un embrión control (A) y 
chk-/- (B) a 10 ss teñidos mediante 
inmunofluorescencia con β-catenina y 
marcaje de los núcleos con Dapi. Vista 
frontal de la expresión de emx3 a 10 ss en 
un embrión control (C) y chk-/- (D). Vista 
frontal de la expresión de rx3 (E) y nkx2.1 
(F). No se observan diferencias en el 
patrón de expresión de rx3 y nkx2.1 entre 
embriones control y embriones chk-/-. Las 
líneas delimitan las vesículas ópticas en 
los embriones control y el primordio de 
ojo en los embriones chk-/-. 
 
 
 
 
 
 
Los mutantes chk presentan 
una reducción acusada de los niveles de foxd1, que queda restringido a la porción más ventral 
del primordio de ojo (Fig. 25C,G). De manera recíproca, foxg1 se expande a la mayor parte del 
dominio de ojo (Fig. 25D,H). Estos cambios son evidentes ya a 4 ss (Fig. 25-D), el estadio más 
temprano al cual podemos detectar la expresión de foxd1 y foxg1 en el primordio de ojo, y se 
mantienen hasta estadio de 10 ss (Fig. 25E-H), momento en el cual las vesículas ópticas han 
evaginado completamente en los embriones silvestres. Confirmamos que estos cambios en la 
reducción de la expresión foxd1 y extensión de foxg1 se producen dentro del territorio del 
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campo de ojo, comparando sus dominios de expresión con el de nkx2.1, expresado en 
hipotálamo (Fig. 25I-J). 
 
 
Figura 25. Rx3 induce la expresión de foxd1 de manera autónoma celular. Vista frontal de la expresión 
de foxd1 (A, C, E y G) y foxg1 (B, D, F y 
H) en embriones control (A, B, E y F) y 
chk-/- (C, B, G y H) a estadio de 4 ss (A-D) 
y 10 ss (E-H). Expresión de nkx2.1 (rojo) 
y foxd1 (J) o foxg1 (I) en embriones chk-
/- a 10 ss. Vista frontal de la expresión de 
foxd1 en un embriones chk-/- (K) y 
control (L) con células trasplantadas en 
el primordio de ojo desde un embrión 
control y chk-/-, respectivamente. El 
recuadro muestra en aumento el 
rescate de la expresión de foxd1 en las 
células trasplantadas (K). Las líneas 
delimitan las vesículas ópticas en los 
embriones silvestres y el primordio de 
ojo en los embriones chk-/. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los resultados anteriores 
sugieren que Rx3 controla, directa o indirectamente, la expresión de foxd1 en el primordio del 
ojo. Para comprobar si Rx3 regula de manera directa la expresión de foxd1, realizamos 
trasplantes de células procedentes de embriones silvestres en embriones receptores mutantes 
para rx3, en el territorio que dará lugar al futuro campo de ojo. Las células trasplantadas se 
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integran en el campo de ojo del embrión receptor y evaginan lateralmente generando una 
estructura similar a una pequeña vesícula óptica (Fig. 25K), indicando que las células silvestres 
son capaces de organizarse morfogenéticamente como en un embrión control, dando lugar a las 
vesículas. Las células trasplantadas muestran expresión de foxd1 cuando están situadas en la 
mitad ventral, futuro dominio temporal, del primordio del ojo (Fig. 25K). Trasplantes de células 
chk en embriones silvestres, por el contrario, tienen como resultado la segregación en todos los 
casos de las células trasplantadas a la mitad dorsal de la vesícula óptica (Fig. 25L), región carente 
de expresión de foxd1. Nuestros resultados sugieren por tanto una regulación directa de la 
expresión de foxd1 en el primordio de ojo por parte de Rx3.   
10. Rx3 no modula la actividad de la señalización de Fgf y Shh.  
Los resultados presentados en el apartado anterior indican que Rx3 induce, 
probablemente de manera directa, la expresión de foxd1 en el primordio del ojo. Sin embargo, 
no se puede descartar que Rx3 también module la actividad de Hh y Fgf en el embrión. Para 
determinar si esta modulación existe, analizamos los patrones de expresión de marcadores de 
actividad de Hh y Fgf en mutantes chk-/-.  
Los niveles de actividad de la vía de señalización de Fgf son comparables en embriones chk y 
embriones silvestres. Aunque la expresión telencefálica de fgf8 está expandida en el eje AP de 
los embriones chk, sus niveles de expresión son similares a los detectados en embriones control 
(Fig. 26A-B); además, los niveles de expresión de pea3 y erm son similares en embriones chk y 
embriones control (Fig. 26C-F). De manera similar, no detectamos cambios significativos en los 
niveles de activación de la vía de Hh. La expresión hipotalámica de shh presenta niveles 
inferiores, sobre todo en la región más anterior (Fig. 26G-H); aun así no parece afectar al nivel 
de su actividad en el hipotálamo ya que la expresión del determinante hipotalámico nkx2.1 es 
similar en embriones control y chk a 4 ss (Fig. 24F), y la expresión de ptch2 y gli1 en el primordio 
del ojo se encuentra restringida a la mitad ventral del mismo a 10 ss (Fig. 26I-L). Concluimos por 
tanto que el fenotipo observado en la falta de función de rx3 no se debe a una potencial 
modulación de la actividad de las vías de Fgf y Hh. 
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Figura 26. La actividad de Fgf y Shh es 
independiente de Rx3. Vista lateral (A y 
B) y frontal (C-L) de la expresión de fgf8 
(A y B), pea3 (C y D), erm (E y F), shh (G y 
H), gli1 (E y J) y ptch2 (K y L) en embriones 
control (A, C, E, G, H y K) y en embriones  
chk-/- (B, D, F, H, J y L). La barra muestra 
la extensión de la expresión de fgf8 en el 
telencéfalo (A y B). La flecha marca la 
expresión de shh en el prosencéfalo 
anterior en embriones control (G) y el 
asterisco (*) señala la pérdida de esta 
expresión en embriones chk-/-. La flecha 
marca el límite DV de la expresión de gli1 
(J) y ptch2 (L) en el primordio de ojo en 
embriones chk-/-. Las líneas punteadas 
delimitan las vesículas ópticas en los 
embriones control y el primordio de ojo 
en los embriones chk-/-. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
11. Shh y Rx3 cooperan para promover la expresión de foxd1 en la porción ventral del 
primordio de ojo 
Los resultados mostrados hasta el momento son compatibles con una situación en la cual Rx3 
presente en todo el campo de ojo conferiría competencia a este territorio para expresar foxd1. 
La actividad de Fgf en la región dorsal de este dominio induciría la expresión de foxg1 y reprimiría 
foxd1, mientras que la actividad de Shh reforzaría la expresión de foxd1 en el dominio ventral, 
evitando así su represión por parte de Fgf, y refinando la subdivisión en nasal y temporal en las 
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vesículas ópticas. En un escenario de este tipo, cabría esperar que la falta de función simultánea 
de Rx3 y Shh resultase en la ausencia total de expresión de foxd1. A su vez, en esta situación 
carente de Foxd1, la actividad de Fgf no debería tener ningún efecto adicional sobre la expresión 
del determinante temporal. Para comprobar la validez de estas predicciones, analizamos la 
expresión de foxd1 en embriones chk tratados con ciclopamina para eliminar la función de Shh, 
o con ciclopamina y SU5402 para eliminar la función tanto de Shh como de Fgfs. 
La falta de función simultánea de la actividad de Rx3 y Shh en embriones chk tratados 
con ciclopamina resulta en la ausencia total de expresión de foxd1 (Fig. 27F), un fenotipo más 
acusado de lo observado en ausencia de Rx3 o Shh por separado (Fig. 27B,E). El mismo fenotipo 
de falta de foxd1 se observa en la deficiencia simultánea de la actividad de Rx3, Shh y Fgf 
(mediante tratamientos dobles con ciclopamina y SU5402 en embriones chk) (Fig. 27N). Estos 
resultados confirman nuestra predicción, y son consistentes con la idea de que Shh y Rx3 
cooperan en la inducción de foxd1.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. Rx3 y Shh cooperan para promover la expresión de foxd1. Vista frontal de la expresión de 
foxd1 (A, B, E, F, I, J, M y N) y foxg1 (C, D, G, H, K, L, Ñ y O) en embriones control (A, C, E, G, I, K, M y Ñ) y 
chk-/- (B, D, F, H, J, L, N y O) tratados con DMSO (A-D) o con los inhibidores indicados en la figura. 
Esquemas de la expresión de foxg1 (verde), foxd1 (rojo) y shh (morado) en el prosencéfalo desde una 
vistal frontal correspondientes a la condición de las imágenes posicionadas a su izquierda (A’-O’). Los 
asteriscos (*) indican la expresión ectópica de foxd1 (I y M) y foxg1 (D y O) o la ausencia de expresión de 
foxd1 (B, F y N) y foxg1 (K, L y Ñ). Las flechas marcan el límite DV de la expresión de foxg1 (H y O). indican 
,e I) o la ausencia de expresión de foxg1 (F, H y J). Las líneas punteadas delimitan las vesículas ópticas en 
los embriones control y el primordio de ojo en los embriones chk-/-. 
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Además de analizar foxd1, analizamos la expresión de foxg1 en estas condiciones. Los 
embriones chk muestran una expansión de foxg1 (Fig. 27C-D), que cubre casi en su totalidad el 
campo de ojo. Al igual que lo observado en embriones silvestres, tratamientos con SU5402 sobre 
embriones chk resultan en la pérdida total de expresión de foxg1 en el campo de ojo (Fig. 27L). 
Por otro lado, embriones chk  tratados con ciclopamina muestran una reducción leve de foxg1 
(Fig. 27H), probablemente porque la falta de actividad de Hh conlleva una reducción de los 
niveles de Fgf. Sorprendentemente, embriones chk tratados simultáneamente con ciclopamina 
y SU5402 aún presentan expansión de foxg1 en el primordio del ojo (Fig. 27O). Este resultado 
sugiere que la expresión de foxg1 no requiere únicamente la señalización de Fgf, sino que 
factores adicionales contribuyen a ello.  
 
12. La represión mutua entre Foxg1 y Foxd1 restringe y mantiene el borde entre los dominios 
nasal y temporal  
El patrón de expresión de foxg1 y foxd1 está altamente conservado en vertebrados. 
Estudios previos en pollo y ratón han demostrado una represión mutua entre ambos factores 
de transcripción (Huh et al., 1999; Takahashi et al., 2009; Takahashi et al., 2003). Para comprobar 
si esto ocurre también en la retina del pez cebra, manipulamos experimentalmente los niveles 
de foxg1 y foxd1 en el primordio del ojo. Para ello generamos los vectores UAS:foxg1 y 
UAS:foxd1 y recurrimos a la línea transgénica Tg(rx3::gal4). La expresión ectópica de foxg1 en el 
dominio ventral de las vesículas ópticas reprime fuertemente la expresión de foxd1 (Fig. 28A-B). 
De manera recíproca, la expresión ectópica de foxd1 en el territorio dorsal inhibe la expresión 
de foxg1 (Fig. 28C-D). En ambos casos el efecto es autónomo celular, observándose un 
parcheado de expresión coincidente con el mosaicismo de activación del gen reportero GFP en 
la línea transgénica Tg(rx3::gal4) (no mostrado). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
~ 90 ~ 
 
Figura 28. Foxg1 y Foxd1 se reprimen 
mutuamente en el primordio de ojo. Vista 
dorsal de la expresión de foxd1 (A y B) y 
foxg1 (C y D) en embriones Tg{rx3::gal4} 
(A y C) y Tg{rx3::gal4}; UAS:foxg1/foxd1 
con sobreexpresión ectópica de foxg1 y 
foxd1, respectivamente, en las vesículas 
ópticas. Las líneas punteadas delimitan las 
el prosencéfalo. 
 
 
 
 
Asimismo, analizamos el patrón de expresión de foxg1 y foxd1 en los mutantes para 
ambos factores de transcripción. El mutante de foxg1 fue generado y cedido por el laboratorio 
de la Prof. Corinne Houart; el mutante de foxd1 en pez cebra no existía y por ello lo generamos 
para llevar a cabo este análisis. El alelo generado presenta una delección de 10 pares de bases 
que conlleva a la aparición de un codón de parada prematuro en el aminoácido 70 (Fig. 29A), 
antes del dominio de unión a ADN, lo que genera una proteína truncada no funcional (Fig. 29B). 
El análisis de la expresión de la molécula de membrana rtk2, cuya expresión está regulada por 
Foxd1 (Takahashi et al., 2009), y de epha5a, regulada por Foxg1 (Takahashi et al., 2003), revela 
una reducción de rtk2 muy significativa en la mitad temporal (Fig. 29C,E), a la vez que la 
expresión de epha5a se expande a toda la retina (Fig. 29D,F). Estos resultados confirman que en 
ausencia de Foxd1 funcional el dominio temporal no se especifica. 
La expresión de foxd1 en los mutantes de foxg1 se ve expandida al dominio nasal de la 
retina (Fig. 29I,J), mientras que los niveles de foxg1 están reducidos a las 48 hpf (Fig. 29G,H). De 
manera recíproca, la expresión de foxg1 se expande a toda la retina en el mutante de foxd1 (Fig. 
29L,N). La expresión de foxd1 en estos mutantes es menor que en el control a 48 hpf (Fig. 29Ñ-
O), y está totalmente ausente a 5 días post fertilización (Fig. 29Q). Estos resultados son 
consistentes con una represión recíproca entre foxd1 y foxg1 en peces al igual que en otros 
vertebrados.   
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Figura 29. La represión recíproca entre Foxg1 y Foxd1 mantiene la subdivisión NT. (A) Secuencia del ADN 
desde el nucleótido 163 al 190 después del ATG incial en el pez cebra control (Sv) y mutante para foxd1 
con una delección de 10 pares de bases desde el nucleótido 172 al 181. Se observa que se produce un 
cambio de lectura, modificándose la secuencia de aminoácidos que conlleva a la aparición de un codón 
de parada prematuro. (B) Representación gráfica de los dominios del factor de transcripción Foxd1. La 
mutación en la cadena de ADN conlleva a la aparición de un codón de parada prematuro en la posición 
70 de la proteína, formándose una proteína truncada antes del dominio de unión al ADN, y originándose 
por tanto una proteína no funcional. (C-Q) Vistal lateral (nasal hacia la izquierda y temporal hacia la 
derecha) de ojos a 48 hpf (C-L, Ñ y O) y a 6 dpf (M, N, P y Q). Expresión de rtk2 (C y E) y epha5A (D y F) en 
embriones control (C y D) y foxd1-/- (E y F). Expresión de foxd1 (G, I, Ñ-Q) y foxg1 (H, J-N) en embriones 
control (G, I, K, M, Ñ y P) y mutantes foxg1 (H y J) y foxd1 (L, N, O y Q).  
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13. La especificación del dominio temporal es esencial para una correcta función visual.  
Como se detalla en el apartado anterior, los mutantes foxd1-/- no presentan un dominio 
temporal. La retina de estos mutantes presenta una expresión expandida de efnA5 y una 
ausencia de rtk2, consistente con una nasalización de esta estructura. Como consecuencia de 
este cambio de identidad en el dominio posicionado temporalmente en la retina, los axones de 
las CGR no proyectan al téctum adecuadamente. En mutantes foxd1-/-, las CGR inervan a lo largo 
de todo el téctum, independientemente de que estén posicionadas en la mitad nasal o en la 
mitad temporal de la retina (Fig. 30A-B). El potencial efecto que alteraciones de este tipo en la 
subdivisión NT de la retina tienen sobre la función visual no se conoce. En este apartado, nos 
propusimos explotar nuestras herramientas experimentales para analizar la función visual en 
embriones con una retina totalmente nasalizada o temporalizada. Para analizar el efecto que 
tiene la pérdida de identidad temporal, hacemos uso de los mutantes de foxd1-/-. Para estudiar 
el efecto que conlleva la pérdida de identidad nasal, llevamos a cabo el análisis de los embriones 
Tg(rx3::gal4); UAS:shh. La elección de esta condición experimental para reproducir la pérdida de 
identidad nasal se basa en que los mutantes de foxg1, además de una pérdida de identidad 
temporal en la retina, también muestran defectos en el telencéfalo (Martynoga et al., 2005). 
Razonamos que alteraciones en el prosencéfalo dorsal podrían perturbar la correcta formación 
del sistema visual, y por tanto no consideramos el fondo foxg1-/- apropiado para este análisis. 
El análisis de la función visual es un proceso altamente complejo, ya que depende de 
múltiples factores, como la distribución de las células en la retina y la inervación de los centros 
de procesamiento visual. Puesto que no se dispone de un test específico para correlacionar la 
subdivisión NT de la retina con la correcta visión de la larva, llevamos a cabo un test que mide la 
respuesta optocinética (ROC) (Brockerhoff, 2006), el cual se ha utilizado ampliamente para 
identificar mutantes con defectos en el sistema visual (Huang and Neuhauss, 2008). La ROC es 
un movimiento compensatorio involuntario del ojo en forma de sacadas en respuesta al 
movimiento de alrededor, que sirve para estabilizar la imagen visual en la retina, permitiendo 
una agudeza visual óptima. Numerosos estudios sugieren que la agudeza visual está mediada 
por las células selectivas de dirección. En la retina, las células selectivas de dirección son CGR 
que proyectan en los núcleos ópticos accesorios, en el pretectum, encargados de llevar a cabo 
la respuesta optocinética (Nikolaou et al., 2012; Vaney et al., 2012). La región ventro-temporal 
de la retina de peces presenta una mayor densidad de CGR, y se ha propuesto que esta región 
podría estar implicada en conferir agudeza visual al pez (Mangrum et al., 2002; Pita et al., 2015). 
Por tanto, la medición de la ROC nos puede aportar información sobre la importancia de la 
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subdivisión NT de la retina para la agudeza visual del pez cebra. En este test sometemos a la 
larva a un estímulo visual en el cual van variando los tres parámetros (frecuencia espacial, 
velocidad y contraste) de los cuales depende la ROC, manteniendo los otros dos parámetros a 
niveles óptimos. De esta forma, podemos analizar el efecto independiente de cada parámetro 
sobre la respuesta optocinética. 
 
 
Figura 30. Respuesta optocinética en embriones con pérdida de identidad nasal y temporal en la retina. 
(A-C) Vista dorsal del téctum y y el ojo correspondiente de embriones de 6 dpf foxd1-/- (A y B) y foxd1+/- 
(C) en los cuales se ha trazado con DiO/DiI las CGR en la región nasal (rojo) y temporal (verde) de la retina. 
Las líneas delimitan el téctum y el ojo correspondiente (anterior hacia la derecha). Gráficos que 
representan la respuesta optocinética medida en forma de ganancia, ante un estímulo visual variando su 
frecuencia espacial (D y G), velocidad (E y H) y contraste (F e I). Las gráficas D-F representan la ROC en 
embriones Tg{rx3::gal4} (negro) y Tg{rx3::gal4}; UAS:shh (azul). Las gráficas G-I representan la ROC en 
embriones foxd1+/- (negro) y foxd1-/- (rojo). n=identidad nasal, t=identidad temporal, n*= ganancia de 
identidad nasal. Las líneas delimitan el prosencéfalo desde una vistal dorsal, y las vesículas ópticas desde 
una vista frontal.  
 
La realización del test de ROC en embriones carentes de identidad temporal (mutantes 
de foxd1) reveló una gran disfunción del comportamiento visual. Así, a una velocidad del 
estímulo mínima de 10 grados/segundos la amplitud de la ROC disminuye en un 82%, 
reduciéndose progresivamente hasta en un 95% según aumenta la velocidad del estímulo (Fig. 
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30H). De igual manera, el valor de esta respuesta no supera el 18% del valor control ante 
diferentes condiciones de frecuencia espacial del estímulo (Fig. 30G). Así mismo, dichos 
embriones no presentan una respuesta optocinética mayor del 18% respecto a la máxima del 
control a diferente contraste del estímulo (Fig. 30I). 
Sorprendentemente, los resultados del test de función visual en embriones carentes de 
identidad nasal en la retina [Tg(rx3::gal4); UAS:shh] no muestran alteraciones significativas de 
la función visual. En estos especímenes, observamos que su ROC cuando se modifican los 
parámetros del estímulo no difiere de los embriones control (Fig. 30D-F). 
En conjunto, nuestros resultados sugieren que mientras que la pérdida de identidad 
nasal en la retina no afecta a la agudeza visual de la larva, la pérdida de identidad temporal 
parece tener una gran relevancia sobre la función visual del embrión, comprometiendo de 
manera extrema su capacidad para responder ante estímulos visuales. 
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Durante el desarrollo del sistema visual de vertebrados, la regionalización axial de la 
retina es esencial para establecer la morfología ocular y la correcta inervación de las CGR a las 
áreas visuales primarias del cerebro. El primer evento en la formación de patrones axiales es la 
subdivisión en dominios nasal y temporal de la retina. Como se describe en esta tesis doctoral, 
en el pez cebra esta subdivisión se establece durante la especificación del primordio de ojo, 
antes de la evaginación de las vesículas ópticas, e implica la adquisición de identidad nasal por 
parte de las células de la mitad dorsal del primordio de ojo, e identidad temporal por  parte de 
los progenitores ubicados en la mitad ventral. La subdivisión NT del primordio de ojo se visualiza 
por la expresión complementaria de los factores de transcripción Foxg1 y Foxd1, determinantes 
de identidad nasal y temporal, respectivamente. 
Estudios previos en pez cebra muestran que los Fgfs, cuya fuente de señalización es el 
prosencéfalo dorsal, promueven la especificación de identidad nasal en el dominio dorsal del 
primordio de ojo, mediante la inducción de la expresión foxg1 (Picker and Brand, 2005). Los 
resultados expuestos en esta tesis doctoral indican que mecanismos moleculares adicionales 
participan en la adquisición de identidad temporal y la regulación de la expresión de foxd1. 
 
 
Figura 31. Modelo del establecimiento de la subdivisión NT del primordio de ojo. La actividad de Rx3 en 
el primordio de ojo promueve la expresión de foxd1. En paralelo, la señalización de Fgf desde el 
telencéfalo promueve la expresión de foxg1 en el la mitad dorsal del primordio de ojo, y la señalización 
de Shh refuerza y mantiene la expresión de foxd1 en la mitad ventral, contrarrestando la inhibición de 
foxd1 por los Fgfs. La represión mutua entre los determinates NT refina y mantiene el borde entre ambos 
dominios.   
 
En base a nuestros resultados, proponemos el modelo presentado en la Figura 31. Según 
este modelo, la inducción de identidad temporal requeriría la actividad del  factor de 
transcripción Rx3 y de la vía de señalización de Hh. Rx3 se expresa en el campo de ojo desde el 
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momento de su especificación. Rx3 activa una cascada de regulación génica involucrada en 
conferir identidad de ojo y en controlar el proceso morfogenético que sufren las células del 
primordio de ojo para dar lugar a las vesículas ópticas (Kennedy et al., 2004; Loosli et al., 2001). 
Nuestros resultados sugieren que además, Rx3 está involucrado en establecer la subdivisión NT 
de la retina, aportando competencia a todas las células del campo de ojo para expresar el 
determinante de identidad temporal Foxd1. La actividad de Shh, emanando desde la línea media 
ventral, tejido adyacente a la mitad ventral del primordio de ojo, refuerza y mantiene la 
expresión de foxd1 en este territorio durante la evaginación de las vesículas ópticas. Shh 
contrarresta de esta manera la represión de foxd1 por parte de la ruta de señalización de Fgf, y 
consolida el establecimiento de la región temporal de la retina. 
Nuestros resultados apoyan un escenario en el cual la actividad temprana de Fgfs y Shh 
refuerza la expresión de foxg1 y foxd1 en la mitad dorsal y ventral, respectivamente, del 
primordio de ojo y a la vez actúan reprimiendo parcialmente la expresión del factor de 
transcripción complementario. En efecto, la sobreexpresión homogénea de fgf8 en todo el 
primordio de ojo resulta en una reducción parcial de los niveles de foxd1, sin promover la 
expansión de foxg1, represor directo de foxd1. Por otro lado, la falta simultánea de actividad de 
las rutas de señalización de Fgf y Shh resulta en una expansión de foxd1, sugiriendo que Fgf 
reprime directamente la expresión de este gen. La falta de expansión de foxg1 en situaciones de 
sobreexpresión de Fgf sugiere, a su vez, que existen factores involucrados en reprimir su 
expresión en la región ventral del primordio de ojo. Shh podría contribur a esta represión. En 
efecto, a pesar de que eliminar la función de Shh a partir de 1 ss en condiciones de 
sobreexpresión de Fgf8 no conlleva la expansión de foxg1 (Figura 18H), no podemos descartar 
un requerimiento de Shh anterior a 1ss.  
Una vez establecida la expresión inicial de Foxg1 y Foxd1, éstos se reprimen 
mutuamente, de manera similar a lo observado en ratón y pollo (Huh et al., 1999; Takahashi et 
al., 2009; Takahashi et al., 2003). Esta represión mutua refina y mantiene en estadios posteriores 
del desarrollo embrionario el límite entre la región dorsal y ventral del primordio de ojo.  
 
Rx3 participa en la regionalización del campo de ojo 
Los mutantes de falta de función de rx3 muestran una ausencia total de ojos en todos 
los organismos analizados (Loosli et al., 2001; Mathers et al., 1997). El mutante de rx en ratón 
conduce a la inhibición de la expresión de múltiples determinantes de campo de ojo desde 
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estadios muy tempranos; debido a ello, el desarrollo del ojo se detiene antes de la evaginación 
de las vesículas ópticas (Fish et al., 2014; Mathers et al., 1997; Medina-Martinez et al., 2009; 
Zhang et al., 2000). Sin embargo, tanto en Xenopus como en pez, la expresión de genes 
esenciales para la formación del primordio de ojo como six3 y pax6 y las interacciones 
reguladoras entre ellos permanecen inalteradas en ausencia de rx3. Además, la sobreexpresión 
de six3 en un fondo carente de la actividad de Rx es capaz de generar primordios de ojo 
ectópicos (Fish et al., 2014; Loosli et al., 2001). Estos resultados indican que en estos organismos, 
la función de rx parece dispensable durante las etapas iniciales de especificación del campo de 
ojo, siendo requerido para la evaginación de las vesículas ópticas y el mantenimiento de la 
identidad de ojo (Fish et al., 2014; Loosli et al., 2003; Loosli et al., 2001; Rembold et al., 2006). 
 Rx3 es además necesario para la segregación de los dominios del campo de ojo y del 
telencéfalo durante la regionalización de la placa neural (Stigloher et al., 2006). Estudios previos 
han mostrado que Rx3 reprime la adquisición de identidad de telencéfalo, limitando así este 
dominio a una franja de células en el borde más anterior de la placa neural. En efecto, en 
ausencia de rx3 se observa una expansión de la expresión de tlc, mientras que la ganancia de 
función conlleva la inhibición de su expresión (Stigloher et al., 2006). Tlc es un antagonista de la 
vía de Wnt/β-catenina y promueve la expresión de genes de identidad telencefálica de manera 
indirecta, manteniendo dicha ruta inactiva (Houart et al., 2002). La expresión de foxg1, marcador 
tanto de identidad telencefálica como de identidad nasal en el primordio de ojo, también está 
ampliamente expandida en falta de función de Rx3 (Stigloher et al., 2006). 
En base a la expansión del patrón de expresión de tlc y foxg1 en ausencia de rx3, se ha 
propuesto que Rx3 actúa inhibiendo la expresión de genes de identidad de telencéfalo, y que 
por tanto su falta de función conlleva la expansión del territorio de telencéfalo a expensas del 
de campo de ojo. Esto plantea la posibilidad de que los fenotipos que observamos en nuestras 
manipulaciones no se puedan interpretar como alteraciones en el patrón NT del campo de ojo, 
sino simplemente como una expansión del dominio telencefálico. Sin embargo, nosotros 
creemos que esto no es así. Por un lado, hay que tener en cuenta que Tlc no es un marcador 
definitivo y exclusivo de identidad telencefálica y que Foxg1 es un marcador de identidad 
telencefálica y de identidad nasal en el dominio dorsal del primordio de ojo. Además, la 
expresión de emx3, marcador exclusivo de identidad telencefálica, tan sólo se ve expandida 
sutilmente en ausencia de rx3 (Stigloher et al., 2006). Por último, nuestros resultados indican 
que la falta de señalización de Fgf conduce a la pérdida de la expresión de foxg1 en el primordio 
de ojo, sin afectar a la expresión de foxg1 telencefálica, tanto en una situación control como en 
ausencia de rx3. Así, embriones chk tratados con SU5402 presentan ausencia de expresión de 
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foxg1 en el territorio positivo para la expresión de rx3, mientras que la expresión de foxg1 se 
mantiene en la región más dorsal, correspondiente al telencéfalo en condiciones control (Fig. 
27L).  
Teniendo en consideración todas estas observaciones, proponemos que la expansión 
temprana de la expresión de foxg1 en el dominio de expresión de rx3 en los mutantes chk-/- 
refleja una expansión del dominio de identidad nasal. A medida que el embrión se desarrolla, la 
falta de función de Rx3 en mutantes chk-/- se traduce en una falta de evaginación del campo de 
ojo para dar lugar a las vesículas ópticas, y la incapacidad de estas células de mantener la 
identidad de ojo. Debido a ello, se observa una gran cantidad de muerte celular en el territorio 
que debía haber evaginado (no mostrado; (Stigloher et al., 2006)). Sin embargo, las células que 
sobreviven, al carecer de identidad de ojo, finalmente adquieren identidad telencefálica, puesto 
que están bajo la influencia de señales como Tlc que promueven la expresión de genes de 
identidad telencefálica ((Stigloher et al., 2006) y nuestras observaciones preliminares). 
La recuperación de la expresión de foxd1 en los trasplantes de células control en 
embriones chk sugiere que Rx3 induce la expresión de foxd1 de manera directa. Este resultado 
es consistente con la presencia de secuencias de unión de Rx3 en la región promotora de foxd1 
(Yin et al., 2014). Además, la falta de actividad simultánea de Shh y Rx3 conlleva la pérdida total 
de la expresión de foxd1 en el primordio de ojo.   
Nuestras observaciones predecían que la falta simultánea de Rx3, Fgf y Shh debería dar 
lugar a un primordio de ojo sin expresión alguna de marcadores NT. Sorprendentemente, estas 
manipulaciones resultan en la expansión de foxg1 a todo el campo de ojo. Este resultado sugiere 
que además de Fgf, otros factores deben participar en la inducción de foxg1. Estudios previos 
han demostrado que Six3, cuyo patrón de expresión temprana abarca el telencéfalo, el 
hipotálamo y el campo de ojo, regula la expresión de foxg1 en el telencéfalo (Beccari et al., 2012; 
Carlin et al., 2012). Esto plantea la posibilidad de que Six3 también sea requerido para la 
expresión de foxg1 en el primordio de ojo, contribuyendo así a la adquisición de identidad nasal 
en la retina. 
Resulta interesante resaltar que la falta simultánea de Fgf, Shh y rx3 es la única condición 
experimental en la que hemos observado la expansión completa de foxg1 en el primordio de 
ojo. El hecho de que esta expansión no se observe en ninguna otra condición puede deberse a 
la existencia de relaciones reguladoras adicionales, hasta hora no identificadas, entre los 
diferentes componentes moleculares que participan en la regionalización NT.  
 
 
 
~ 101 ~ 
 
 
Acoplamiento entre el establecimiento del eje NT y la morfogénesis del primordio de ojo 
Las células del campo de ojo se intercalan extensivamente unas entre otras según se 
incorporan al primordio en evaginación (Ivanovitch et al., 2013) (Figura 4). Esta reorganización 
de los progenitores de ojo sugería que no es posible predecir el destino final de las células sin 
polarizar agrupadas centralmente en el primordio de ojo antes de que estas adquieran su 
disposición final dentro de las vesículas ópticas, y que solamente entonces adquirirían su 
identidad final.   Los resultados mostrados en esta tesis indican por el contrario que las señales 
que influyen en la regionalización NT actúan desde estadios muy tempranos, adquiriéndose la 
expresión complementaria de Foxg1 y Foxd1 en la mitad dorsal y ventral del primordio de ojo 
antes del comienzo de la evaginación de las vesículas ópticas (Fig. 14A-B). Las señales requeridas 
para el establecimiento del patrón NT se producen y secretan por territorios del prosencéfalo 
dorsal y ventral que en este contexto estarían funcionando como organizadores del patrón NT. 
Estos territorios constituyen dominios fijos relativos al campo de ojo y las vesículas ópticas, y las 
moléculas por ellos secretadas ejercen su influencia sobre las células entrando en la mitad dorsal 
o ventral del primordio de ojo, independientemente de su localización original dentro del campo 
de ojo antes de su evaginación. Postulamos que este acoplamiento estrecho entre 
reorganización celular y adquisición de identidad regional en el campo de ojo contribuye a 
proporcionar solidez al proceso de regionalización NT del primordio de ojo.  
 
Las señales de Shh y Fgf actúan coordinadamente en la regionalización de múltiples sistemas 
Nuestros estudios revelan una función temprana, hasta ahora no apreciada, de la vía de 
señalización de Hh en el establecimiento del patrón NT de la retina. Numerosos estudios previos 
han demostrado el papel tanto de Hh como de Fgf en la formación del eje PD de la retina. La 
región más anterior de las vesículas ópticas dará lugar a la región proximal del primordio de ojo, 
el tallo óptico. Esta región de la vesícula óptica es adyacente al territorio del prosencéfalo donde 
confluyen el hipotálamo y el telencéfalo, territorios del sistema nervioso que expresan y 
secretan Shh y Fgfs, respectivamente (Fig. 16A,G). La actividad simultánea de Hh y Fgf sobre la 
región proximal/anterior de la vesícula óptica promueve la expresión de pax2 y la adquisición 
de identidad de tallo óptico. De manera consistente con esta función, alteraciones en los niveles 
de actividad de Hh y Fgf pueden desplazar el borde entre el tallo óptico y la retina y perturbar la 
morfogénesis del tallo óptico (Cardozo et al., 2014; Chiang et al., 1996; Ekker et al., 1995; Lupo 
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et al., 2005; Macdonald et al., 1995; Martinez-Morales et al., 2005; Perron et al., 2003; Take-
uchi et al., 2003; Walshe and Mason, 2003). 
En regiones más posteriores del prosencéfalo el telencéfalo y el hipotálamo están 
separados físicamente por el primordio de ojo. Aquí, las células de la vesícula óptica 
posicionadas en la mitad dorsal reciben mayores niveles de Fgfs, mientras que las células de la 
mitad ventral reciben mayores niveles de Hh. En base a esto, proponemos que las diferentes 
funciones de estas dos vías de señalización durante la evaginación de las vesículas ópticas 
(especificación del tallo óptico y establecimiento de identidad NT) se deben a la distribución 
espacial diferencial de ambas señales sobre los diferentes territorios del primordio de ojo. 
Durante la regionalización NT del primordio de ojo, las vías de señalización de Shh y Fgfs 
muestran una regulación cruzada limitada. Sin embargo, en la región más rostral del 
prosencéfalo, donde confluyen ambas señales, estas se regulan mutuamente modulando el 
patrón telencefálico. Así, en este territorio, Shh promueve la expresión de fgf8 mientras que Fgf 
promueve la expresión basal de Shh (Aoto et al., 2002; Danesin et al., 2009; Ohkubo et al., 2002; 
Shanmugalingam et al., 2000; Shinya et al., 2001; Storm et al., 2006; Walshe and Mason, 2003). 
De manera similar, en la variedad de la cueva de la especie Astyanax mexicanus, los mayores 
niveles de expresión de shh en la placa neural se correlacionan con una expresión precoz de fgf8 
en el telencéfalo prospectivo (Menuet et al., 2007; Pottin et al., 2011). 
En el el tubo neural ventral, las actividades coordinadas de Fgf y Shh regulan la 
generación de diversidad celular de una manera mecanísticamente similar a lo observado en el 
primordio de ojo (Morales et al., 2016; Sasai et al., 2014). En este contexto, la coincidencia 
espacio-temporal de la señalización de Shh y Fgf en el tubo neural caudal proporciona una 
competencia limitada temporalmente para iniciar la especificación de la placa del suelo en la 
región mas ventral del tubo neural. A medida que el tubo neural se extiende, la fuente de Fgfs 
se distancia de la médula espinal ventral y la actividad de Shh promueve, de manera 
independiente a Fgf, diferentes identidades neuronales en el eje DV del tubo neural. Así, Shh 
controla la expresión de múltiples factores de transcripción que subdividen colectivamente el 
tubo neural en dominios discretos a lo largo de su eje DV (Dessaud et al., 2008). Estos genes 
regulados por Shh se expresan en dominios adyacentes del tubo neural y frecuentemente 
muestran una represión mutua; como consecuencia, el borde entre dominios adyacentes se 
refina y las células que se encuentran a ambos lados del mismo acaban adquiriendo una única 
identidad (Cohen et al., 2013). Como se discute más arriba, este mecanismo de represión mutua 
se observa también en el borde entre los dominios nasal y temporal de la vesícula óptica, lugar 
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donde las células recibirían niveles más o menos equivalentes de Fgf y Shh y, por tanto, serían 
capaces de diferenciarse tanto con identidad nasal como con identidad temporal. Un 
mecanismo de represión mutua como el aquí descrito permitiría que el gradiente de actividad 
temprano de Shh y Fgf se tradujera en un borde NT nítido que se mantendría en estadios más 
tardíos del desarrollo del ojo. 
Durante la formación del patrón AP de la vesícula ótica, el primordio del oído de 
vertebrados, la señalización por Shh y Fgfs tiene también una función similar a la descrita en 
esta tesis. La actividad de Fgf secretado por tejidos situados rostralmente a la vesícula ótica 
induce identidad anterior, mientras que la señalización de Shh desde los tejidos subyacentes 
promueve identidad posterior  (Hammond et al., 2003; Hammond and Whitfield, 2011). A 
diferencia de lo que ocurre en el patrón NT de la retina, la manipulación de los niveles de ambas 
vías de señalización afecta a la formación del patrón AP de la vesícula ótica de manera recíproca. 
Así, la pérdida de la actividad de Fgf resulta en la ausencia de identidad anterior y el desarrollo 
de un primordio con identidad posterior doble; inversamente, la falta de la actividad de Hh 
conduce a la pérdida de identidad posterior y el desarrollo de un primordio parcialmente 
anterior doble. Sin embargo, la pérdida simultánea de Shh y Fgfs resulta en una vesícula ótica 
carente de subdivisión AP, mientras que en la regionalización NT de las vesículas ópticas el 
patrón se recupera parcialmente en estas condiciones. Esta regulación diferencial en ambos 
primordios indica que, mientras que el establecimiento de identidad anterior y posterior en el 
primordio ótico es controlada por Fgf y Shh de manera independiente entre sí, la expresión de 
foxd1 en el primordio de ojo está bajo la influencia de ambas vías de señalización, y requiere de 
la función de Shh para contrarrestar la represión dependiente de Fgf.   
Los ejemplos citados arriba corresponden todos a distintos aspectos de diferenciación 
del sistema nervioso y sus derivados; sin embargo, este no es el único órgano donde Fgf y Shh 
establecen relaciones reguladoras. Por ejemplo, durante el desarrollo de las extremidades de 
vertebrados, Shh (expresado en la parte posterior del primordio, conocida como la zona de 
actividad polarizante) y Fgfs (expresados en la porción distal del primordio de la extremidad, 
denominada cresta apical ectodérmica) están involucrados en un circuito de retroalimentación 
regulador esencial para la asignación de las proporciones correctas de la extremidad (Benazet 
et al., 2009; Scherz et al., 2004; Zuniga et al., 1999). En conclusión, estas vías de señalización 
establecen complejas relaciones reguladores en múltiples contextos en el embrión en 
desarrollo. 
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La regionalización NT de la retina especifica el mapa retinotectal 
 La regionalización NT es fundamental para especificar correctamente las CGR, las cuales 
proyectarán sus axones a los núcleos visuales del cerebro. En pez cebra, las CGR inervan el 
téctum a lo largo de su eje AP en base a su disposición en el eje NT en la retina. En una situación 
control, los axones de las CGR posicionadas en la mitad nasal de la retina inervan la región 
posterior del téctum, mientras que las CGR posicionadas en el dominio temporal proyectan en 
la región anterior (Figura 32). Esta distribución espacial se debe a los gradientes de efrinas-A y 
sus receptores Eph-A que se expresan tanto en las CGR como en el téctum, y cuya interacción 
resulta en una respuesta repulsiva (Suetterlin et al., 2012). En la retina encontramos un 
gradiente de receptores Eph creciente de nasal a temporal, mientras que la expresión de efrinas 
muestra un gradiente decreciente, con mayor concentración de efrinas en el dominio nasal. De 
igual manera, la expresión de Ephs en el téctum presenta un gradiente decreciente de rostral a 
caudal, mientras que las efrinas muestran un gradiente opuesto (Suetterlin et al., 2012) (Figura 
32).  
 
Figura 32. Mapa retinotectal en ausencia de identidad nasal y temporal. La inervación de las CGR en el 
téctum se correlaciona con la adquisición de identidad NT en la retina. En una condición control, en el 
dominio nasal se expresa la efna5A y en el temporal el receptor Eph rtk2. Estos gradientes de expresión 
se observan también en el téctum caudal y rostral respectivamente. Debido a la repulsión que ejercen las 
efrinas sobre sus receptores Eph, las CGR temporales inervan en el téctum rostral y las nasales en el 
téctum caudal. En los embriones Tg{rx3::gal4}; UAS:shh, la pérdida de identidad nasal conduce a 
expansión de Rtk2 a toda la retina, por lo que las CGR inervan sólo el téctum rostral, ya que son repelidos 
por la Efna5A del téctum caudal. En los mutantes foxd1-/-, la pérdida del determinante temporal conduce 
a la expansión de la identidad nasal y la expresión de efna5A a toda la retina. En esta condición, las CGR 
inervan a lo largo de todo el téctum. 
El análisis de las proyecciones retinotectales en retinas con sobreexpresión de Shh 
(Tg{rx3::gal4};UAS:shh) es consistente con el hecho de que las CGR en estas condiciones han 
adquirido identidad temporal. Las proyecciones de la región anterior de la retina en estos 
embriones inervan regiones más anteriores del téctum (Figura 32), reflejando el hecho de que 
altos niveles de efrinas en el téctum caudal provocan repulsión sobre los axones de CGRs con 
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identidad temporal (Cheng et al., 1995; Drescher et al., 1995; Feldheim et al., 2000; Monschau 
et al., 1997; Nakamoto et al., 1996), cuyos conos de crecimiento presentan a su vez altos niveles 
de receptores Eph (Brown et al., 2000; Menzel et al., 2001) (Carreres et al., 2011; Feldheim et 
al., 2004).  
Los mutantes para foxd1 representan la condición opuesta en la cual la retina está 
completamente nasalizada a consecuencia de la falta de función del determinante temporal. En 
esta situación los axones de las CGR inervan el téctum de manera dispersa a lo largo de todo el 
eje AP, independientemente de su posición en la retina (Figura 32). Esta situación es consistente 
con lo que se esperaría de una retina totalmente nasalizada. Las CGR con identidad nasal 
expresan mayor concentración de efrinas en su membrana, y menores niveles de Ephs; esto 
resulta en una disminución de la respuesta repulsiva hacia regiones del téctum con altos niveles 
de efrinas, previniendo así la repulsión de las CGR nasales por parte del téctum anterior 
(Carvalho et al., 2006; Dutting et al., 1999; Hornberger et al., 1999). Debido a ello, las CGR en 
esta sitación tienen la capacidad de inervar indistintamente el téctum anterior o posterior, como 
se ha demostrado en estudios in vitro en pollo (Walter et al., 1987). Otro   elemento importante 
a tener en cuenta para el refinamiento del mapa retinotectal es la existencia de repulsión mutua 
interaxonal (Bevins et al., 2011; Flanagan, 2006; Gebhardt et al., 2012; Pfeiffenberger et al., 
2006; Reber et al., 2004; Simpson et al., 2009). La expresión diferencial de efrinas y Ephs de las 
CGR nasales y temporales crea repulsión entre las fibras, haciendo colapsar los conos de 
crecimiento temporales al contacto con los axones de las CGR nasales (Raper and Grunewald, 
1990). Esto explica por qué a pesar de que las CGR nasales no muestran repulsión hacia el téctum 
rostral, en una condición control sus proyecciones permanecen recluidas al téctum caudal. La 
ausencia de proyecciones con identidad temporal en los mutantes foxd1 eliminaría esta 
repulsión y permitiría la inervación a lo largo de todo el téctum por parte de las CGR con 
identidad nasal. 
 
 
 
La subdivisión NT de la retina y la función visual 
Los estudios funcionales que hemos realizado analizando la respuesta optocinética en 
las condiciones descritas en la sección anterior indican que estas alteraciones en el patrón NT 
de la retina tienen consecuencias importantes para la función visual. El análisis de la ROC en 
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condiciones en las cuales los embriones presentan pérdida de identidad nasal o temporal, 
sugiere que la presencia de un dominio con identidad temporal en la retina es esencial para la 
agudeza visual. Sin embargo, el dominio con identidad nasal no parece tener gran relevancia 
para la agudeza visual.  
La percepción del flujo óptico, que deriva en la respuesta optocinética, está mediada por 
células selectivas de dirección y sus centros dianas, los núcleos ópticos accesorios, posicionados 
en la zona pretectal. Esta interacción permite la generación de movimientos reflejos oculares 
que compensan el movimiento de alrededor, permitiendo estabilizar la imagen y adquirir 
agudeza visual (Borst and Euler, 2011; Simpson, 1984). Las células selectivas de dirección se 
caracterizan por sus respuestas asimétricas a estímulos que se mueven en diferentes 
direcciones. Se encuentran células selectivas de dirección a muchos niveles en el sistema visual; 
en la retina, la selectividad de dirección es implementada por las CGR, mostrando una 
preferencia asimétrica según la dirección del estímulo (Nikolaou et al., 2012; Vaney et al., 2012). 
El hecho de que alteraciones en la subdivisión NT de la retina conduzca a defectos en la ROC, 
sugiere que la regionalización NT podría estar involucrada en la disposición de las CGR selectivas 
de dirección en la retina. Apoyando la idea de que el dominio temporal es esencial para la 
agudeza visual del pez, estudios previos han identificado una región con mayor densidad de CGR 
en la retina ventro-temporal. La densidad de las CGR en esta región es hasta tres veces superior 
que en otras zonas de la retina (Mangrum et al., 2002; Pita et al., 2015). Esta región podría 
tratarse de un centro de agudeza visual del pez, con una función similar a la fóvea en humanos. 
Esta distribución asimétrica de la densidad de las CGR se ha observado también en pollo (da Silva 
and Cepko, 2017). 
No podemos descartar que los defectos en la función visual que observamos con el test 
de ROC se deban también a defectos en la composición de otros tipos neuronales en la retina 
de las condiciones manipuladas. En condiciones control, la retina muestra patrones de 
organización diferenciales de tipos neuronales, aunque se desconoce la relevancia funcional que 
esto pueda tener. Por ejemplo, hay una distribución asimétrica en el eje NT de células bipolares, 
amacrinas, y fotorreceptores en cuanto a densidad y tipo (Branchek and Bremiller, 1984; 
Zimmermann et al., 2017), que podría venir determinada por los mecanismos moleculares que 
establecen la regionalización NT de la retina.  
Otra posibilidad que debemos considerar es que nuestras condiciones experimentales 
afecten a la inervación de los núcleos que conforman el área pretectal. Foxd1 se expresa en las 
CGR temporales y en el diencéfalo ventral durante la formación del quiasma óptico. En el 
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mutante de foxd1 en ratón se observa la ausencia de Foxd1 y la expansión de Foxg1 en el 
diencéfalo ventral (Herrera et al., 2004). Estas alteraciones tienen como conscuencia 
aberraciones en las proyecciones  de las CGR ventrotemporales, que en ratón proyectan 
ipsilateralmente. En los mutantes foxd1, estas proyecciones no son rechazadas por el quiasma 
y proyectan de forma aberrante, contralateralmente. Además de una pérdida del programa 
ipsilateral en la retina, estos mutantes presentan un estancamiento de las proyecciones de parte 
de las CGR contralaterales a nivel del quiasma óptico, que no llegan a cruzarlo para inervar su 
diana en el tálamo (Herrera et al., 2004). Los peces carecen de programa ipsilateral, por lo que 
todas las CGR inervan contralateralmente. Sin embargo, foxg1 y foxd1 también se expresan de 
manera complementaria en el receso óptico (Affaticati et al., 2015), y no sería sorprendente que 
los  mutantes en foxd1 presentasen igualmente defectos en guía axonal a nivel de quiasma 
óptico. Estos problemas en la guía axonal podrían ocasionar aberraciones en la formación de los 
núcleos accesorios del pretectum, afectando por tanto a la respuesta optocinética. 
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CONCLUSIONES 
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I. La expresión de foxd1 en la región temporal de las vesículas ópticas es establecida por 
la función coordinada de Rx3, Fgfs y Shh. Rx3 induce la expresión de foxd1 en el campo 
de ojo de manera autónoma celular. De manera simultánea, los Fgfs desde el 
prosencéfalo dorsal promueven la expresión de foxg1 en la mitad dorsal del primordio 
de ojo. Esto se traduce en una represión de foxd1 en dicha región del primordio de ojo. 
Shh, secretado por el hipotálamo, refuerza y mantiene la expresión de foxd1 en la mitad 
ventral, contrarrestando su represión por parte de los Fgfs y foxg1.   
II. Shh es necesario para inducir foxd1 en una ventana restringida de tiempo que abarca 
desde final de gastrulación hasta 6 ss, cuando el patrón NT ya está especificado. La 
expresión ectópica de shh es suficiente para expandir la expresión de foxd1 en el 
primordio de ojo y temporalizar la retina.  
III. La señalización de Fgf8 es necesaria para inducir identidad nasal, pero su expresión 
ectópica no es suficiente para transformar de manera completa el dominio temporal en 
nasal.   
IV. El patrón NT de la retina depende del balance de los niveles de actividad de las vías de 
señalización de Fgf y Shh. 
V. La vía de señalización de Nodal no es determinante para la expresión de foxd1 en el 
primordio de ojo. 
VI. La expansión de foxd1 y de foxg1 en el primordio de ojo conduce a la nasalización y 
temporalización de la retina, respectivamente. Estas alteraciones se traducen en la 
formación de un mapa retinotectal caudalizado y rostralizado respectivamente. 
VII. Una vez establecidos sus dominios de expresión, Foxg1 y Foxd1 muestran represión 
transcripcional mutua, delimitando y manteniendo los dominios nasal y temporal. 
VIII. El establecimiento de un dominio con identidad temporal en la retina es esencial para 
una correcta agudeza visual.  Larvas con una retina nasalizada tienen su agudeza visual 
comprometida. Por el contrario, larvas con una retina temporalizada no presentan 
deficiencias significativas en su función visual.  
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